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 RESUMEN 
 
La enfermedad de Parkinson (EP) es el desorden neurodegenerativo más 
frecuente después de la enfermedad de Alzheimer (EA), caracterizada por 
pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra (SN) y 
acumulación de cuerpos de Lewy. Recientemente, varios genes han sido 
asociados con EP (α-sinucleína, parkin, uchl-1, dj-1, pink1 and lrrk2); sin 
embargo su fisiopatología no es clara y los modelos celulares podrían 
consolidarse como una herramienta importante para validar la genómica 
funcional, así como las vías de señalización en las cuales éstos participan y 
sus efectos en la homeóstasis mitocondrial. La función del gen DJ-1 no es 
clara, aunque se ha sugerido que tiene un posible efecto neuroprotector frente 
a la acción de neurotoxinas. Nosotros simulamos en un modelo de neuronas 
catecolaminérgicas de origen mesencefálico murino (CAD) el efecto fisiológico 
de la proteína DJ-1 silvestre humana en un contexto neurotóxico e 
investigamos su relación con la vía de supervivencia neuronal PI3K/AKT. 
Inicialmente, el efecto de C2-ceramida, 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y 
rotenona en células CAD fue evaluado con pruebas de viabilidad celular (LDH) 
y actividad mitocondrial (MTT), y su relación con la vía PI3K/AKT fue 
determinada por western blot (WB) de p-AKT (Ser473) y t-AKT. Demostramos 
que estas neurotoxinas inducen muerte celular con un efecto dosis-tiempo 
dependiente y por inhibición de la vía PI3K/AKT. Posteriormente, se 
transfectaron células CAD de manera transitoria con Lipofectamina® para 
sobre-expresar la proteína DJ-1 silvestre (DJ-1-WT) humana. Los resultados 
por WB sugieren que DJ-1 puede potenciar la vía PI3K/AKT porque se 
evidencia mayor fosforilación de p-AKT (Ser 473) frente a la acción neurotóxica 
de 6-OHDA (100 μM, 6h) y C2-ceramida (25 μM, 6h) en las células 
transfectadas con DJ-1-WT en comparación con las células transfectadas con 
el vector vacio. No se presentaron diferencias cuando las células fueron 
tratadas con rotenona (500 nM, 24h). En conclusión, DJ-1 podría sugerirse 
como blanco terapéutico en la EP porque éste es capaz de potenciar la vía 
PI3K/AKT en neuronas catecolaminérgicas bajo un contexto neurotóxico. 
Palabras clave: Enfermedad de Parkinson, células CAD, DJ-1, C2-ceramida, 
6-hidroxidopamina, rotenona, vía PI3K/AKT. 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
Parkinson’s disease (PD) is the second most frequent neurodegenerative 
disorder after the Alzheimer`s disease (AD), and is characterized by 
progressive lost of dopaminergic neurons and accumulation of Lewy bodies. 
Recently, several genes have been associated with PD (α-sinuclein, parkin, 
uchl-1, dj-1, pink1 and lrrk2); however, their physiopathology is not clear yet and 
the cellular models could consolidate as a valuable tool to validate the 
functional genomic, as well as the intracellular signaling pathways in which they 
participate and their effects in the mitochondrial homeostasis. DJ-1’s function is 
not clear, although it has been suggested that has a possible neuroprotective 
effect against the action of neurotoxins. We simulated in a model of 
cathecolaminergic neurons of murine mesencephalic origin (CAD) the 
physiologic effect of human wild type DJ-1(WT-DJ-1) protein under a 
neurotoxicity challenge and searched for its relationship with the neuronal 
survival PI3K/AKT pathway. Initially, the effect of C2-ceramide, 6-
hidroxidopamine (6-OHDA) and rotenone in CAD cells was evaluated for 
cellular viability (LDH) and mitochondrial activity (MTT), and its relationship with 
the PI3K/AKT pathway was determinate by western-blot of p-AKT (Ser473) and 
t-AKT. We demonstrated that these neurotoxins induce death cell by dose-time 
dependent effect and PI3K/AKT pathway inhibition. Subsequently, the transient 
tansfection of cells CAD was made with Lipofetamine® to overexpress the 
human WT-DJ-1 protein. The results by western blot suggest that DJ-1 can 
enhance the PI3K/AKT pathway because transfected cells with WT-DJ-1 
present higher level of p-AKT (Ser473) under a neurotoxic challenged with 6-
OHDA (100 μM, 6h) and C2-ceramide (25μM, 6h) respect to transfected cells 
with empty vector (EV). However, there are not differences between WT-DJ vs. 
EV in the levels of p-AKT (Ser473) when the cells are treated with rotenone 
(500 nM, 24h). In conclusion, DJ-1 could be suggested as therapeutic target for 
PD because it can enhance the PI3K/AKT pathway front to neurotoxic damage 
in cathecolaminergic neurons.  
Keywords: Parkinson’s disease, CAD cells, DJ-1, rotenone, 6-hidroxidopamine, 
C2-ceramide, PI3K/AKT pathway. 
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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN 
1.1 Introducción 
La EP es un desorden neurodegenerativo complejo y crónico que afecta 
aproximadamente al 1 % de la población mayor de 65 años y al 4 % de la 
población mayor de 84 años (Moore et al., 2005). Es el segundo desorden 
neurodegenerativo más común después de la EA (Huerta et al., 2007; Tan y 
Skipper, 2007). En Colombia afecta a unos 200.000 individuos, 
aproximadamente. La tendencia demográfica mundial es al aumento de la 
población anciana, por lo cual se espera que en los próximos 20 años, la EP 
aumente cuatro veces su prevalencia actual, convirtiéndose en un serio 
problema de salud pública (Pretel, 2005). 
Con base en lo anterior es importante realizar investigación hacia la búsqueda 
de terapias neuroprotectoras, ya que la EP representa la consecuencia final de 
un grupo de interacciones complejas a lo largo de la vida de un individuo, en 
que intervienen la predisposición genética, algunas características propias de la 
vía nigro-estriatal y la exposición a toxinas ambientales (Olanow y Tatton, 
1999). A partir de esto se hace necesario realizar estudios de tipo celular y 
molecular que conecten o permitan entender la fisiopatología de EP y los 
modelos in vitro se pueden consolidar como una excelente herramienta en esta 
búsqueda. 
La vulnerabilidad selectiva de algunas poblaciones neuronales, que caracteriza 
a los distintos procesos neurodegenerativos, es uno de los mayores enigmas 
que ha ocupado la atención de los investigadores desde hace mucho tiempo y 
que a la fecha sigue sin ser resuelto. En EP el análisis se ha centrado 
básicamente en los mecanismos selectivos de la muerte de las neuronas 
dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta (SNpc), ya que la pérdida 
específica de este grupo neuronal conduce al déficit de dopamina (DA), 
degeneración de terminales dopaminérgicas y del sistema nigro-estriatal, 
presencia de cuerpos de Lewy (CL) y disfunción motora, manifestada por 
temblor en reposo, rigidez, bradiquinesia e inestabilidad postural; lo cual se 
puede correlacionar con la fisiopatología y la clínica de la EP (Ma et al., 1997; 
Paulus y Jellinger, 1991; Jellinger, 1999, 2001, 2002). 
Las estrategias que se han venido utilizando como herramientas 
neuroprotectoras, incluso en ensayos clínicos, son la utilización de factores de 
crecimiento y los implantes de células madre, los cuales generan sólo una 
protección temporal, y esto puede ser atribuido al desconocimiento de muchos 
de los eventos celulares y moleculares que subyacen en dichos procesos. 
Recientemente, se han empezado a esclarecer estos mecanismos, aunque 
fragmentadamente. La evidencia empieza a converger en vías de señalización 
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intracelular implicadas en supervivencia celular y función mitocondrial (Parker y 
Swerdlow, 1998; Dadga et al., 2009), de manera que la comprensión de los 
procesos de regulación de estas vías podría facilitar la creación de fármacos 
con el fin de potenciar la viabilidad de una población celular específica. 
Una hipótesis reciente para tratar de explicar la etiopatogénesis de la EP se 
deriva de los hallazgos genéticos y moleculares de los últimos años: 
mutaciones en α-sinucleína, Parkin, DJ-1, PINK-1, LRRK2, entre otros 
(Polymeropoulos et al., 1997; Kitada et al., 1998; Greenamyre y Hastings, 
2004; Deng et al., 2005; Junn et al., 2005; Kim et al., 2005, 2006; Moore et al., 
2005; Paisán-Ruíz et al., 2005; Petit et al., 2005). Aunque en los últimos años, 
se ha ampliado el conocimiento de la posible función de varios de estos genes 
en supervivencia neuronal, el papel de las mutaciones en la vulnerabilidad 
selectiva de neuronas dopaminérgicas aún no es claro. Existen varios 
resultados que sugieren que hay un punto de convergencia de la función de 
estos genes en la regulación de cascadas de señalización que controlan la 
homeóstasis y dinámica mitocondrial, sin embargo, son necesarios más 
estudios que permitan esclarecer su relación con el estrés oxidativo, la 
disfunción y dinámica mitocondrial, la degradación de proteínas y la muerte 
selectiva de neuronas dopaminérgicas en la patogénesis de la EP (Kim et al.,  
2005; Moore et al.,  2005; Petit et al.,  2005; Ved et al.,  2005). 
Además, la evidencia aportada por los modelos genéticos y bioquímicos 
converge en que los pacientes con EP presentan alteraciones mitocondriales, 
pero muchos de los mecanismos moleculares que subyacen a la disfunción 
mitocondrial son aún desconocidos (Olanow y Tatton, 1999). Por lo tanto el 
análisis in vitro de los efectos reguladores corriente arriba y abajo de la 
mitocondria son fundamentales para ampliar y tratar de establecer sus efectos 
sobre aspectos de la fisiología neuronal dopaminérgica aún no explorados 
(Fiskum et al., 2003). También, existen resultados contradictorios y no 
concluyentes que han abierto más interrogantes que respuestas respecto a la 
función y los mecanismos fisiopatológicos celulares y moleculares en los cuales 
están involucrados tales genes (Da Costa et al., 2000; Manning-Bog et al., 
2003; Wersinger y Sidhu, 2003). 
Estudios previos han sugerido que genes asociados a EP, como es el caso de 
DJ-1, actúan como elementos neuroprotectores en vías de supervivencia 
neuronal las cuales se pierden en esta enfermedad. DJ-1 se ha descrito como 
una proteína con múltiples funciones y a nivel neuronal se ha reportado que 
tiene función antioxidativa y colocaliza con mayor frecuencia en mitocondrias 
dañadas como mecanismo de protección (Yokota et al., 2003; Taira et al., 
2004; Canet-Avilés et al., 2004; Zhang et al., 2005; Park et al., 2005); pero no 
es clara la función de DJ-1 en mitocondria y tampoco su relación con las vías 
de señalización y supervivencia neuronal. No obstante, los mecanismos 
moleculares relacionados con DJ-1 y la vía de supervivencia neuronal 
PI3K/AKT no se encuentran esclarecidos en su totalidad en el contexto de EP. 
La detección temprana de los procesos neurodegenerativos y los riesgos 
asociados a éstos están íntimamente relacionados con la identificación de 
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factores neuroprotectores con potencial terapéutico. En tal sentido es 
importante aclarar la relación de DJ-1 con la vía de supervivencia neuronal 
PI3K/AKT en un contexto neurotóxico con el propósito de desarrollar terapias 
dirigidas a componentes específicos de esta vía y sus blancos corriente arriba 
y/o abajo. Esto podría constituir una de las principales opciones para la 
regulación de la muerte celular y un blanco terapéutico que favorezca la 
supervivencia celular de las poblaciones neuronales más susceptibles, como es 
el caso de las neuronas dopaminérgicas de la SN en la EP.  
En este proyecto se analizan potenciales mecanismos moleculares en los 
cuales podría intervenir DJ-1 y su acción frente a algunas toxinas en un modelo 
de neuronas catecolaminérgicas de origen mesencefálico murino (células 
CAD). En el contexto neurotóxico, la rotenona y la 6-OHDA se han usado por 
muchos años para modelar EP, tanto in vivo como in vitro (Betarbet et al., 
2000; Soto-Otero et al., 2000), sin embargo, aún no son claros muchos 
aspectos como lo son su relación con la vía de supervivencia neuronal 
PI3K/AKT y cómo la proteína DJ-1 podría estar regulando este proceso. En 
relación al uso de la C2-ceramida se busca simular el efecto de la ceramida, un 
segundo mensajero lipídico involucrado en diversas respuestas celulares frente 
a estímulos extracelulares, incluyendo apoptosis, de este modo la ceramida se 
ha propuesto como un camino putativo de muerte neuronal en EP (France-
Lanord et al., 1997). 
Los resultados obtenidos a partir de este estudio permiten un fortalecimiento de 
la evidencia que acerca al desarrollo de terapias dirigidas contra componentes 
específicos, tales como la vía PI3K/AKT y sus blancos corriente abajo y/o 
arriba, lo cual podría constituir una de las principales opciones para la 
regulación de la muerte celular y favorecer la supervivencia neuronal de las 
poblaciones más susceptibles en EP. 
1.1.1 Enfermedad de Parkinson 
La EP fue descrita por primera vez por James Parkinson en 1.817 (Stien, 
2005). En la actualidad es la segunda enfermedad neurodegenerativa más 
frecuente después de la EA, caracterizada por la pérdida selectiva y progresiva 
de neuronas dopaminérgicas de la SNpc y la acumulación de proteínas intra-
citoplasmáticas en CL (Tan y Skipper, 2007). 
La EP es una enfermedad de tipo complejo, es decir que tiene implícito un 
componente genético y ambiental, lo cual hace que su diagnóstico y 
tratamiento sea más complicado. El diagnóstico clínico de la EP requiere la 
presencia de algunos signos y síntomas motores: temblor de reposo, rigidez en 
“rueda dentada”, bradiquinesia o aquinesia e inestabilidad postural (Gelb et al., 
1999) Neuropatológicamente se caracteriza por degeneración neuronal, gliosis 
reactiva, muerte selectiva y la presencia de CL y neuritas de Lewy en neuronas 
dopaminérgicas de la SN y el Locus coeruleus (Pollanen et al., 1993). Los CL 
son inclusiones neuronales, esféricas e intra-citoplasmáticas, formados por 
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agregados de neurofilamentos, α-sinucleína, ubiquitina, UCH-L1, tirosina 
hidroxilasa, calbindina y tau entre otras (Forno, 1996).  
Las células más afectadas en la SN presentan algunas características 
diferenciales como son: localización en zonas con alta densidad celular, alto 
contenido de neuromelanina, expresión abundante del transportador de 
dopamina (TDA), pobre contenido de calbindina y enzimas glucolíticas, y alta 
arborización en el estriado (Jellinger et al., 2002). Sin embargo, tales 
particularidades a la fecha no permiten explicar su degeneración. 
En la dinámica causal compleja que caracteriza a la EP, la genética y el 
componente ambiental no son eventos mutuamente excluyentes sino que 
podrían ser complementarios en el proceso que subyace a esta enfermedad. 
Algunas toxinas exógenas como el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina 
(MPTP) (Langston, 1996), rotenona (Betarbet et al., 2000), 6-OHDA (Soto-
Otero et al., 2000), y endógenas como la ceramida (France-Lanord et al., 1997) 
y procesos como el estrés oxidativo (Jenner, 1998, 2003), alteraciones 
mitocondriales (Schapira et al., 1998), alteraciones del sistema ubiquitina-
proteosoma (SUP) (McNaught y Olanow, 2003), el envejecimiento (Le Couteur 
et al., 2002), excitotoxicidad, estrés por nitrógeno, inflamación y proteólisis 
alterada (Jenner y Olanow, 1998, 2006) se han considerado como potenciales 
contribuyentes al desarrollo de la EP. 
Uno de los grandes avances en la investigación biomédica básica en 
enfermedades neurodegenerativas ha sido el reconocimiento, mapeo y 
descripción de varios genes en algunas formas heredadas monogénicamente. 
Hasta el momento, se han establecido varios loci para EP y se han 
denominado en secuencia cronológica (PARK1-PARK16, Tabla 1.1). Se han 
identificado varios genes responsables de las formas Mendelianas de la EP, 
algunos para EP autosómica dominante (α–sinucleína, PARK3, UCH-L1, 
LRRK2, PARK10, OMI/HTRA2 y GIGYF2), EP autosómica recesiva (Parkin, 
DJ-1, PINK1, ATP13A2, FBXO7) y otros con herencia desconocida (PLA2G6 y 
PARK16) (Kitada et al., 1998; Bonifati et al., 2003; Hardy y Cookson, 2003; 
Valente et al., 2004; Rosner et al., 2008; Gregory et al., 2008; Di Fonzo et al., 
2009; Simón-Sánchez et al., 2009; Satake et al., 2009; Gao et al., 2009; Satake 
et al., 2009; Tan et al., 2010). Con esta evidencia se ha sugerido un modelo 
patogénico de función celular de estas proteínas en el cual la ganancia de 
función de α-sinucleína y LRRK2 favorecen la disfunción celular promoviendo la 
agregación de proteínas, mientras que Parkin, DJ-1 y PINK1 actúan como 
elementos neuroprotectores en vías de supervivencia neuronal las cuales se 
pierden en la EP (Cookson et al., 2004; Fernagut et al., 2004; Yamada et al., 
2005). 
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LOCUS LOCALIZACIÓN  GEN FUNCIÓN TIPO DE HERENCIA REFERENCIAS 
PARK1,4 4q21 α-sinucleína  Componente de los CL AD 
Polymeropoulos et al., 
1997; Ibanez et al., 2004; 
Chartier-Harlin et al., 2004 
PARK2 6q25,2-q27 Parkin Ubiquitina E3 Ligasa AR Kitada et al., 1998 
PARK3 2p13 Desconocido Desconocida AD Gasser et al., 1998 
PARK5 4p14  UCHL1 Hidrolasa C-terminal de ubiquitina AD Leroy et al., 1998 
PARK6 1p35-36 PINK Cinasa mitocondrial AR Valente et al., 2004 
PARK7 1p36 DJ-1 Antioxidante AR Bonifati et al., 2003  
PARK8 12q12 LRRK2  Cinasa y GTPasa (Dardarina) AD Zimprich et al., 2004 
PARK9 1p36  ATP13A2 Probable transportador catiónico ATPasa AR Paisán-Ruíz et al., 2004 
PARK10 1p32 Desconocido Desconocida AD Li et al.,2002 
PARK11 2q36-37  GIGYF2 Regulación de la señalización de receptores tirosin quinasa AD Lautier et al.,2008 
PARK12 Xq21-25 Desconocido Desconocida Cromosoma X Pankratz et al., 2002 
PARK13 2p13  OMI/HTRA2 Serín Proteasa AD Strauss et al., 2005; Ross et al., 2008  
PARK14 22q13.1 PLA2G6 Fosfolipasa A2 Desconocida Paisán-Ruíz et al., 2009 
PARK15 22q12-13 FBXO7 Ubiquitina E3 Ligasa AR Shojaee et al., 2008; Di Fonzo et al., 2009 
PARK16 1q32 Desconocido Desconocida Desconocida Satake et al.,2009 
Tabla 1.1 Genes asociados a la Enfermedad de Parkinson. A la fecha se han descrito 16 loci asociados a la enfermedad de Parkinson enumerados 
de PARK1 a PARK16, según el orden de aparición. CL: Cuerpos de Lewy; AD: Autosómica dominante; AR: Autosómica recesiva. 
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1.1.2 Muerte neuronal en la enfermedad de Parkinson 
La causa de la muerte celular en la EP es aún desconocida y varios 
mecanismos están actualmente en discusión: la necrosis, la apoptosis y la 
autofagia (Olanow y Tatton, 1999). Por la escasez de cambios necróticos en la 
SN, el patrón topográfico y temporalmente específico de la pérdida celular, la 
apoptosis emerge como el principal mecanismo de muerte neuronal en EP 
(Honig y Rosenberg, 2000; Mattson, 2000; Yuan y Yankner, 2000). Algunos 
reportes indican que el 12 % de neuronas dopaminérgicas expresan proteínas 
pro-apoptóticas, y la activación de caspasas precede la muerte celular (Darios 
et al., 2003). 
Otros reportes resaltan los elevados niveles de proteínas anti-apoptóticas en 
los ganglios basales y en la SN de pacientes con EP (Marshall et al., 1997), 
aunque la evidencia es aún controversial. Una correlación positiva entre la 
pérdida celular, el porcentaje de células de la SN positivas para caspasa 3 y 
una disminución del 76 % de las neuronas dopaminérgicas en la EP, sugiere 
que la caspasa 3 es el principal efector de la apoptosis y contribuye a la 
vulnerabilidad regional observada (Olanow y Tatton; 1999; Honig y Rosenberg, 
2000; Mattson, 2000; Yuan y Yankner, 2000).  
La apoptosis es una forma de muerte celular programada, morfológica y 
bioquímicamente bien caracterizada. Es un proceso activo, es decir requiere de 
ATP y se manifiesta con retracción celular, fragmentación nuclear, preservación 
de los organelos intracelulares, cambios en la asimetría de los fosfolípidos de la 
membrana. Además, la apoptosis es un proceso llevado a cabo por una 
maquinaria intrínseca y específica de “suicidio celular” (Mattson, 2000). 
Algunos de los eventos que subyacen la cascada molecular en la apoptosis se 
subdividen en: la vía extrínseca (disparada por los receptores de la superfamilia 
de CD95L) y la vía intrínseca (gobernada por la mitocondria) (Hengartner, 
2000; Vila y Przedborski, 2003). 
La vía mitocondrial como vía final común ha sido la más estudiada en eventos 
de muerte y de supervivencia neuronal y ha sido asociada con un amplio 
espectro de enfermedades neurodegenerativas (Haeberlein, 2004; Vila y 
Przedborski, 2003; Perier et al., 2007). En los procesos corriente arriba de la 
activación mitocondrial participan una multitud de proteínas pro-apoptóticas 
(Bax, Bad, Bid, Bak, Bcl-xS) y anti-apoptóticas (Bcl-2,Bcl-xL) (Hengartner, 
2000), algunas de las cuales están localizadas en la superficie citosólica de la 
membrana externa mitocondrial y se encargan de regular la homeóstasis 
mitocondrial por diversos mecanismos como: inserción y formación directa de 
un poro transmembranal, interacción y regulación del canal aniónico 
dependiente de voltaje y del transportador de nucleótidos de adenosina, 
convergiendo en la alteración del poro de transición de permeabilidad 
mitocondrial (PTPm), con la consecuente liberación del citocromo c (cit-c), 
formación del apoptosoma y la activación de caspasas efectoras (Hengartner, 
2000; Marsden et al., 2002; Vila y Przedborski, 2003). 
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Las alteraciones mitocondriales surgen del delicado balance entre los niveles 
de las proteínas pro y anti-apoptóticas, lo cual a su vez depende de la 
naturaleza e intensidad del estímulo desencadenante, del estado y del tipo 
celular, de algunas condiciones del microambiente celular externo (Mattson y 
Kroemer, 2003) y de manera autónoma por procesos de regulación que 
modifican las formas activas y/o inactivas de las distintas vías corriente arriba; 
por ejemplo, AKT es capaz de fosforilar mediadores pro-apoptóticos y de esta 
manera inactivarlos, como es el caso de Bad (Datta et al., 1997); por otra parte, 
la de-fosforilación de AKT inducida por ceramidas hace que interactúe con Bcl-
2 y Bcl-xL (mediadores anti-apoptóticos) desencadenando la cascada 
apoptótica (Stoica et al., 2003). De igual forma, la ubiquitinación y subsecuente 
proteólisis de Bax por el SUP regula el proceso apoptótico (Li y Dou, 2000), y 
por esto es importante determinar cómo estos procesos de modificación pos-
traduccionales están implicados en la regulación de la supervivencia neuronal y 
su potencial importancia en la neurodegeneración (Zhang et al., 2004). 
1.2 Objetivos  
1.2.1 Objetivo general  
- Determinar el efecto de DJ-1 frente a la acción de neurotoxinas y su relación 
con la vía de supervivencia neuronal PI3K/AKT en células CAD. 
1.2.2 Objetivos específicos  
Determinar el efecto de las neurotoxinas 6-OHDA y rotenona sobre la viabilidad 
de las células CAD. 
- Analizar la relación de las neurotoxinas C2-ceramida, rotenona y 6-OHDA con 
la vía PI3K/AKT. 
- Establecer las condiciones de transfección de las células CAD con el 
constructo silvestre del gen DJ-1 humano. 
- Analizar la contribución de la sobreexpresión de DJ-1 sobre la vía de 
supervivencia neuronal PI3K/AKT. 
- Determinar el efecto de la sobreexpresión de DJ-1 silvestre humano en 
células CAD en un contexto neurotóxico. 
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1.3 Materiales y métodos 
1.3.1 Material biológico 
Para este estudio se utilizó como modelo celular una línea murina de neuronas 
catecolaminérgicas de origen mesencefálico, las células CAD, donadas por la 
Dra. Chikaraishi DM del departamento de Neurobiología del Duke University 
Medical Center, Durham, North Carolina al Dr. Gonzalo Arboleda del grupo de 
Neurociencias de la Universidad Nacional de Colombia. 
Se trabajo con plásmidos (DEST C-Pink1-GFP, pCDNA3.1 V5/HIS y pCDNA3.1 
V5/HIS DJ-WT) donados por el Dr. Cookson MR del Instituto Nacional de Salud 
de Estados Unidos. 
Células competentes Escherichia coli >108 ufc/μg (Promega, L2001). 
1.3.2. Material fungible 
Se emplearon tubos tipo Falcon de 15 y 50 mL (Nunc); frascos de cultivo cuello 
inclinado de 25 cm2 y 75 cm2 (Nunc); criotubos de 1,5 mL (Scientific); cajas de 
cultivos fondo plano de 96, 24 y 6 pozos (Nunc); membranas de nitrocelulosa 
(GE Healthcare Hybond™ ECL); películas de revelado (Amersham Hyperfilm 
ECL); filtros para cultivo (Nalgene 0,22 μm, 47 mm, Filter-Non-Sterile); Filtros 
para jeringa (Nalgene 0,2 μm-25 mm, 190-2520/8-0404-39 493). 
1.3.3. Reactivos 
D-MEM/F-12 (Dulbecco`s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (Ham) 
(1:1) powder, 15 mM HEPES buffer, L-glutamina, bicarbonato de sodio, 
piridoxina hidroclorido) (Gibco, 12400-024), solución antibiótico 
penicilina/estreptomicina (10.000 U/mL de penicilina : 10.000 mg/mL de 
estreptomicina) (Gibco, 15140), suero fetal bovino (FBS) (Gibco, 16000-044), 
solución de azul tripán (0,4%) (Sigma, T8154), tripsina-EDTA (Sigma, T4049), 
albúmina sérica bovina (Sigma, A-4503), MTT (Sigma, M5655), NaHCO3 
(Panreac, 131638), anticuerpo anti total-Akt-rabbit (Cell signaling, 4691), 
anticuerpo anti phospho-Akt-rabbit (Ser473) (Cell signaling, 4060), anticuerpo 
anti-rabbit IgG HRP-linked (Cell signaling, 7074), anticuerpo anti-mouse IgG 
HRP-linked (Cell signaling, 7076), anticuerpo anti-β-actina-mouse (Millipore, 
Mab 1501), anticuerpo anti-DJ-1-goat (Santa Cruz Biotecnología, sc27006), 
anticuerpo anti-goat IgG HRP-linked (Santa Cruz Biotecnología, sc2020), 
PMSF (Sigma, P7626), benzamidina (Research organics, 1003B), aprotinina 
(Sigma, A1153), Kit de quimioluminiscencia (Amersham, ECL Plus Western 
Blotting Detection Reagents), BCA Protein assay (Pierce, 23225), Kaleidoscope 
Prestained Standards (Bio-Rad, 161-0324), mezcla 30% 
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acrilamida:bisacrilamida 29:1 (Bio-Rad 161-0556), NP 40 (Sigma, N6507), KCl 
(Merck, 104936), NaCl (Merck, 106404), Na2HPO4 (Merck, 106586), KH2PO4 
(Merck, 104873), EDTA (Sigma, E5134), ortovanadato de sodio Na3VO4 
(Sigma, S6508), fluoruro de sodio NaF (Sigma, S7920), inhibidor de tripsina 
(Sigma, T9003), TRIS base (Promega, H5131), SDS (Sigma, L4509), glicina 
(Sigma, G7126), metanol (J.T Baker, 907003), isopropanol (Mallinckrodt, 
67630UN1219), TEMED (Sigma, T9281), persulfato de amonio APS 
(Bioexpress, M133), azul brillante de Coomassie R-250 (Merck, 112553), urea 
(Promega, V3175), β-mercaptoetanol (Sigma, M3148), azul de bromofenol 
(Sigma, B8026), glicerol (Mallinckrodt, 5092), DMSO como disolvente (Sigma, 
D5879), DMSO para congelar células (Sigma, D2650), LipofectamineTM 2000 
Reagent (Invitrogen, 11668-019), LipofectamineTM LTX and PlusTM Reagent 
(Invitrogen, 15338-100), ampicilina (Sigma, 194526), agar (Oxoid, L11), triptona 
(Oxoid, LP0042), extracto de levadura (Oxoid, LP0021), polietilenglicol wt 3.350 
(PEG) (Sigma, P4338), 6-OHDA (Sigma, 162957), rotenona (Sigma, R8875), N-
Acetyl-D-sphingosine (C2-ceramida) (Sigma, A9171), factor de crecimiento 
similar a la insulina recombinante (IGF-1) (BioSource, PHG0074), kit para 
extracción de plásmidos (Promega, A2495), CytoTox 96® Non-Radioactive 
Cytotoxicity Assay (LDH) (Promega, G1781), Poli-D-Lisina (PDL) (Sigma, 
P7405), N,N-dimetilformamida 99,8% (Panreac, 161785.1611), etanol absoluto 
(Sigma, 141086.1212), agarosa (SeaKem®LE Agarose, 50004). 
Se emplearon tres tipos de agua: agua destilada H2O d, agua destilada y 
desionizada H2O dd y agua estéril: H2O dd previamente autoclavada (agua 
ultrapura). 
1.3.4 Medios instrumentales y software 
Durante el desarrollo del proyecto se utilizaron los siguientes equipos: balanza 
analíticas (OHAUS Adventure, AR1140), pH metro (Thomas Scientific, TS625), 
cabina de seguridad biológica tipo A2 (NUAIRE), incubadora de CO2 (NUAIRE), 
bomba de vacío (Vacubrand ME2), microcentrifuga refrigerada para para tubos 
de 1,5 mL (Thermo Sorvall Legend Micro 17R), centrifuga para cultivo (SIGMA 
2-6E), minicentrifuga (Labnet), baño serológico (PSelecta Unitronic, 320-OR), 
agitadores magnéticos (Lab Line Pyro Magnestic), neveras (Centrales, 
Whirlpool), congelador -70 oC (Revco), microscopio invertido (Nikon), cámara 
de Neubauer (Boeco Germany), pipette boy (Accu-jet Brand), autoclave (TW 
STEAM TRAP, Model A-3N), autoclave eléctrica a vapor olla (All American, 
25X), vortex mixer (Labnet, 50200), equipo de revelado (Konica Medical Film 
Processor SRX-101A), Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad 165-3302), 
espectrofotómetro (Thermo Scientific NanoDrop 1000), espectrofotómetro de 
placas de 96 (Ultramarck), termociclador (Bio-Rad, 170-9703), microscopio 
invertido y de epifluorescencia (Carl Zeiss, Modelo Axiovert 40 CFL), agitador 
orbital (MAZQ, 4000), centrifuga de mesa refrigerada multipropósito de ángulo 
móvil (Eppendorf), maquina de hielo (Scotsman, AFE 400), cámara digital 
(Powershot), cabina extractora de gases, tanque de nitrógeno líquido (35VHC), 
fuente de poder  CBS (Scientific company INC, EPS – 4000 Series II), sistema 
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documentador de geles (Genius de syngene), software Genius Tools de 
Syngene para el análisis densitometría y para el análisis estadístico y gráficos 
se usó el software Graph Pad Prism Demo 5. 
1.3.5 Métodos 
A continuación se menciona de forma general la metodología que se uso para 
llevar a cabo los objetivos del trabajo. La descripción detallada de los métodos 
se presenta en los anexos.  
1.3.5.1. Cultivo de células CAD 
Las condiciones de cultivo, los tiempos de doblaje poblacional y diferenciación 
celular de la línea celular CAD ya han sido descritos previamente en un trabajo 
realizado por Rodríguez YM (Tesis de Maestría en Genética Humana, PUJ, 
2006). (Anexo 1). 
1.3.5.2 Determinación de la dosis letal 50 para las neurotoxinas 
Inicialmente, se determinó la cinética (tiempo y concentración) de la toxicidad 
de la rotenona y la 6-OHDA, con el fin de establecer los protocolos de 
exposición que generaron alteraciones verificables en la fisiología celular y se 
definieron las condiciones de base para los posteriores ensayos de exposición 
de las células CAD a las neurotoxinas (Anexo 2). 
1.3.5.3 Viabilidad celular 
La viabilidad celular fue evaluada por exclusión de azul de tripán (Anexo 1.2.5), 
MTT (Anexo 3.1) y LDH (Anexo 3.2). 
1.3.5.4 Transformación de bacterias Escherichia coli JM109 y purificación de 
los plásmidos recombinantes 
Inicialmente, se transformaron bacterias de Escherichia coli JM109, con los 
plásmidos DEST C-Pink1-GFP, pCDNA3.1 V5/HIS y pCDNA3.1 V5/HIS DJ-WT, 
donados por el Dr. Cookson MR del Instituto Nacional de Salud de Estados 
Unidos para luego llevar a cabo la purificación. Los productos de esta 
purificación fueron cuantificados y usados para la transfección de las células 
CAD con el fin de sobreexpresar la proteína DJ-1-WT humana en células CAD 
(Anexo 4). 
1.3.5.5 Transfección de células CAD 
La sobreexpresión de la proteína DJ-1-WT humana en células CAD se realizó 
mediante transfección transitoria por lipofección (Lipofectamine®, Invitrogen), 
los vectores de expresión usados fueron DEST C-Pink1-GFP y pCDNA3.1 
GFP, para estandarización; pCDNA3.1, como control de la transfección y el 
vector pCDNA3.1 DJ-1–WT para la sobreexpresión de DJ-1-WT humano. En 
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los casos en los cuales se realizó la transfección con un vector de expresión de 
GFP, la eficiencia de ésta se determinó por microscopia de fluorescencia y la 
sobreexpresión de DJ-1-WT se determinó por la técnica de WB anti-DJ-1. 
Posteriormente, las células que sobreexpesaban la proteína fueron tratadas 
con las neurotoxinas (6-OHDA, rotenona y C2-ceramida) (Capítulo II y Anexo 
5). 
1.3.5.6 Western Blot (WB) 
El compromiso de la actividad de la vía PI3K/AKT se analizó por medio de 
ensayos de WB específicos para las formas fosforilada (Ser473) y total de la 
proteína AKT. Así, como la sobreexpresión de la proteína DJ-1. Como control 
de carga se uso β-actina. La densitometría se realizó usando el software 
Genius Tools de Syngene (Anexo 6). 
1.3.5.7 Análisis estadístico 
El análisis de resultados se realizó mediante análisis de varianza de una vía 
(ANOVA), seguido por una prueba de t de student. Para tales análisis se uso el 
software Graph Pad Prism Demo 5. Todos los datos se presentan como 
promedio ± desviación estándar (DE) (Anexo 7). 
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CAPÍTULO II. CÉLULAS CAD 
2.1 Células CAD 
Para este estudio se utilizó como modelo celular una línea murina de neuronas 
catecolaminérgicas de origen mesencefálico recientemente descrita. Las 
células CAD son una variante de la línea celular CATH.a y fueron donadas por 
la Dra. Chikaraishi DM del departamento de Neurobiología del Duke University 
Medical Center, Durham, North Carolina al Dr. Gonzalo Arboleda del grupo de 
Neurociencias de la Universidad Nacional de Colombia. 
Las células CATH.a fueron obtenidas a partir de un tumor mesencefálico de un 
ratón transgénico, el cual expresaba el antígeno SV40 Tag bajo el control 
transcripcional del promotor de la tirosina hidroxilasa (TH) de rata. Las células 
CATH.a inmortalizadas no marcan para marcadores gliales, y son de 
naturaleza catecolaminérgica, posiblemente derivadas del Locus coeruleus y 
expresan las enzimas β-hidroxilasa dopamina y TH y sintetizan altos niveles de 
DA y norepinefrina (Suri et al., 1993). 
Además, la línea celular CATH.a expresa varios marcadores de neuronas 
diferenciadas, incluyendo proteínas de neurofilamentos, sinaptofisina (Suri et 
al., 1993), canales dependientes de voltaje sensibles a corrientes de K+ 
(Baraban et al., 1995), Na+ (sensibles a tetrodotoxina) y Ca2+ similares a los 
reportados en otras neuronas, lo que indica que las células CATH.a poseen 
una membrana excitable, propiedad característica de las neuronas (Lazaroff et 
al., 1995 y 1996).  
Posteriormente, Bundey y colaboradores (1997) demostraron que estas células 
presentan señalización funcional frente a varios neuromoduladores, como el 
factor de liberación de la corticotrofina, el péptido intestinal vasoactivo, la 
bradiquinina y agonistas del receptor muscarínico de la acetilcolina. También, 
existen reportes que indican que tanto la DA y el oxido nítrico inducen muerte 
celular por apoptosis en células CATH.a con un efecto dosis-tiempo 
dependiente (Masserano et al., 1996; Smith et al., 1998; Masserano et al., 
2000). Sin embargo, estas células son heterogéneas en cultivo, carecen de 
morfología neuronal y no reportan potenciales de acción espontáneos (Suri et 
al., 1993; Baraban et al., 1995; Lazaroff et al., 1996; Qi et al., 1997). 
En el año de 1997, el grupo de Qi y colaboradores, junto con la Dra. Chikaraishi 
MD, obtuvieron una variante de las células CATH.a, llamadas CAD, que hace 
referencia a las células CATH.a diferenciadas. La inducción de la diferenciación 
neuronal fue iniciada por deprivación de suero fetal bovino (SFB). Las células 
CAD cultivadas en medio libre de proteínas y/o suero (células CAD 
diferenciadas) detienen su proliferación y empiezan a extender largos procesos 
(500 a 2.000 μm) similares a neuritas con presencia de varicosidades (Figura 
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2.1), en contraste, las células CATH.a mueren después de la deprivación de 
SFB. (Qi et al., 1997). 
Las células CAD difieren significativamente de su línea parental CATH.a, la 
principal diferencia es que las células CAD perdieron el oncogén SV40 Tag 
espontáneamente y aún son inmortales. Además, las células CAD expresan 
proteínas específicas de neuronas que las parentales no expresan. Las CAD 
expresan marcadores neuronales específicos, vesículas sinápticas, TH, 
canales dependientes de voltaje para corrientes de Na+, K+ y Ca2+, 
feniletanolamina N-metil transferasa, neuropéptido Y, transportador monoamino 
vesicular subtipo 2, sinaptofísina, somatostatina, proteína de las vesículas 
sinápticas 2,  la proteína asociada al crecimiento 43 (GAP-43), proteína 
asociada al sinaptosoma 25 (SNAP-25), receptor de la somatostatina subtipo 2, 
sinaptotagmina, β-tubulina clase III, sintetizan L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) 
y no expresan la proteína ácida fibrilar glial (GFAP) (Lazaroff et al., 1998; Qi et 
al., 1997; Wang y Oxford, 2000; Hashemi et al., 2003). 
Adicionalmente, Wang y Oxford (2000), sugieren que el proceso de 
diferenciación de las células CAD no se trata sólo de un cambio morfológico si 
no que tal vez involucre cambios en la expresión y distribución de canales. 
Específicamente, en células CAD no diferenciadas, las corrientes de Na+ son 
bastante grandes y las corrientes de K+ son relativamente pequeñas. En 
contraste, en células CAD diferenciadas, las corrientes de Na+ disminuyen 
drásticamente, mientras que las corrientes de K+ presentan un incremento 
significativo.  
Por otra parte, las células CAD son capaces de sobrevivir en ausencia de 
factores tróficos exógenos porque regulan su sobrevivencia de forma autocrina 
mediada principalmente por neurotrofina-3 (NT-3) (Horton et al., 2001). En SNC 
la dependencia para la sobrevivencia de las neuronas a un factor neurotrófico 
no es tan evidente como en SNP, pero las neuronas del SNC expresan varios 
tipos de receptores tirosina-quinasa de la familia Trk (TrkRs) y se conoce que 
éstos se activan por varias fuentes de apoyo trófico y la NT-3 es capaz de 
activarlos. 
Horton y colaboradores (2001) demostraron que las células CAD diferenciadas 
mueren por apoptosis cuando sus TrkRs son bloqueados, mientras que el 
bloqueo de estos receptores en las células CAD no diferenciadas no tiene 
ningún efecto sobre la viabilidad celular. Para demostrar que esto era mediado 
por NT-3, ellos neutralizaron la NT-3 sin bloquear los receptores y vieron el 
mismo efecto de apoptosis sólo en las células CAD diferenciadas. 
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Figura 2.1 Microfotografía de la diferenciación morfológica de las células CAD inducida 
por la deprivación de proteínas. A. Células CATH.a creciendo en medio con 8 % de SFB. B. 
Células CAD creciendo en medio con 8 % de SFB. C. Células CAD en medio D-MEN/F12 sin 
SFB. D. Células CAD en medio libre de proteínas. En C y D las células tienen 5 días (d) de 
diferenciación. Nótense las varicosidades en los procesos alargados. Barra: 100 μm, 
fotografías tomadas en un microscopio de contraste de fases (Tomada de Qi et al., 1997). 
 
Otra característica importante de las células CAD es que el proceso de 
diferenciación celular es reversible, lo cual las hace un modelo excelente para 
estudios de diferenciación neuronal (Qi et al., 1997). La morfología neuronal, la 
expresión de marcadores neuronales, las propiedades de excitabilidad y los 
cambios en la función de los canales con la diferenciación de las células CAD 
hacen de éstas un modelo atractivo para el estudio de neuronas 
catecolaminérgicas. De tal forma que las CAD representan un modelo de SNC 
apropiado para el estudio de las funciones normales y patológicas de las 
neuronas dopaminérgicas que se pierden de forma específica en EP. 
 
36 
 
2.2 Resultados  
Las condiciones de cultivo, los tiempos de doblaje poblacional y diferenciación 
celular de esta línea celular ya han sido descritos previamente en un trabajo 
realizado por Rodríguez YM (Tesis de Maestría en Genética Humana, PUJ, 
2006). Los procedimientos del cultivo celular de la línea CAD se llevaron a cabo 
según lo descrito en el Anexo 1. 
2.2.1 Diferenciación de las células CAD 
Las diferencias entre las células CAD cultivadas con y en ausencia de SFB son 
evidentes. Se hace referencia a células CAD no diferenciadas cuando son 
cultivadas en presencia de SFB, y sus características son: somas con 
morfología poligonal y aplanada, carecen de procesos largos y su distribución 
en la caja de cultivo se da en islas con un patrón confluente (Figura 2.2 A y B). 
Las CAD no diferenciadas creciendo en medio con 10 % de SFB presentan un 
doblaje poblacional de aproximadamente 18 +/- 2 horas (h) (promedio +/- DE) 
(Rodríguez, 2006). 
Las células CAD diferenciadas o cultivadas en ausencia de SFB y sodio 
selenita 50 ng/mL detienen su proliferación, los somas exhiben una apariencia 
esférica y lisa. A los 2 d de cultivo sin SFB se empieza a observar el 
alargamiento de los procesos (Figura 2.2 C), a los 4 d las células se observan 
totalmente diferenciadas, es decir somas redondos, procesos alargados 
similares a neuritas, formación de redes entre ellas y a lo largo de las neuritas 
se alcanzan a observar unas protuberancias que corresponden a las 
varicosidades (Figura 2.2 D y E).  
Las células CAD diferenciadas se pueden mantener por más de 4 d hasta 7 d, 
pero es necesaria la adición de medio nuevo libre de SFB para que no se 
desprendan, porque este medio después de 4 d adquiere pH ácido, es 
importante no retirar el medio de diferenciación porque las células CAD 
requieren de éste para su sobrevivencia. Además, se comprobó que la adición 
de SFB a las células CAD diferenciadas revierte el proceso de diferenciación. 
2.2.2 Transfección de células CAD 
En este estudio se llevo a cabo la estandarización del proceso de transfección 
para las células CAD con Lipofectamine®. Inicialmente, se trabajo con el 
plásmido DEST C-Pink1-GFP que tiene la proteína verde fluorescente (GFP) 
con el propósito de determinar la eficiencia de la transfección por microscopia 
de fluorescencia. 
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Figura 2.2 Microfotografías de la morfología de células CAD in vitro sin diferenciar y 
diferenciadas. A y B. Células CAD sin diferenciar creciendo en medio D-MEN/F12 + 10 % de 
SFB. B. Isla de células CAD en proliferación. C. Células CAD en D-MEN/F12 + 50 ng/mL de 
sodio selenita, 2 d de diferenciación. D. Células CAD D-MEN/F12 + 50ng/mL de sodio selenita, 
4 d de diferenciación. E. Células CAD diferenciadas completamente, se pueden observar los 
somas redondos y refringentes y las varicosidades (pequeñas protuberancias) a lo largo de las 
neuritas. Nótense las diferencias morfológicas entre células no diferenciadas (A y B) y 
diferenciadas (C-E), las células CAD diferenciadas presentan soma redondo y alargamiento de 
los procesos similares a neuritas, al cuarto día de diferenciación se observa la formación de 
redes entre ellas (D) y las varicosidades en las neuritas (E). Barra: 100 μm; fotografías tomadas 
en un microscopio de luz invertido de contraste de fases. UNAL, 2008. 
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Se realizó un primer acercamiento al proceso de transfección en cajas de 24 
pozos con 500 μL de volumen final de medio de diferenciación (D-MEN/F12 + 
50 ng/mL y sin antibiótico (AB)) y 65.000 células sembradas por pozo 
(confluencia del 70%), la transfección se llevó a cabo a los 3 d de 
diferenciación de las células CAD y se evaluaron varias formas de transfección 
(Tabla A. 5.2) basados en las recomendaciones del fabricante de la 
Lipofetamine®2000 y en reportes de transfección de células mamíferas 
adherentes.  
De este primer acercamiento se pudo determinar que el proceso de 
transfección de células CAD totalmente diferenciadas bajo las condiciones 
evaluadas de confluencia celular, concentración de plásmido (50 ng y 100 ng 
por pozo de 24) y lipofectamina (0,5 μL y 1,5 μL por pozo en cajas de 24) es 
poco eficiente (aproximadamente del 15%). Además, se tiene como resultado 
contundente que las células CAD diferenciadas no permiten un cambio total de 
medio para el proceso de transfección, lo cual es recomendado en el protocolo 
de Lipofectamina®2000, Se observó, que reemplazar totalmente con medio 
nuevo libre de SFB, el medio en el cual las células CAD han llevado a cabo el 
proceso de diferenciación por varios días, causa muerte rápida de las células y 
este fenómeno es independiente del proceso de transfección, inclusive al 
microscopio de luz las células  presentan muerte con características 
apoptóticas (Figura 2.3 K-O). 
No se evidenció muerte celular, ni desprendimiento de las células cuando el 
proceso de transfección se realizó sin cambiar el medio (Figura 2.3 A-J). El 
protocolo de transfección con Lipofectamina®2000 recomienda cambiar el 
medio de transfección a las 6 h, ya que en algunos casos la lipofectamina 
puede ser tóxica para las células, además los complejos de 
lipofectamina:plásmido son estables sólo por 6 h, de acuerdo a los resultados 
anteriormente descritos el cambio total del medio de diferenciación causa 
muerte celular; por consiguiente lo que se hizo fue diluir la lipofectamina 
cambiando sólo la mitad del medio (Figura 2.3 F-J), pero no se presentaron 
diferencias respecto a las células transfectadas a las cuales no se les realizo la 
dilución de la lipofectamina (Figura 2.3 A-E), posiblemente porque la 
concentración de lipofectamina por pozo es muy baja y esta no representa un 
evento tóxico para las células. 
A partir de estos resultados preliminares se empezaron a optimizar las 
condiciones de transfección de las células diferenciadas con el propósito de 
mejorar la eficiencia. Una estrategia aumentar la concentración del plásmido, 
para esto se probaron varias concentraciones y relaciones de Lipofectamina: 
Plásmido (Tabla A. 5.1) y se encontró que la relación para cajas de seis pozos 
correspondía a 4-6 μL de lipofectamina: 2 μg de plásmido, de esta forma se 
pudo aumentar el porcentaje de transfección a un 50%, este porcentaje se 
mantuvo hasta las 48 h pos-transfección (Figura 2.4). Bajo estas condiciones 
de transfección el problema que se presentó fue el desprendimiento de las 
células transfectadas, por tal razón los procesos de transfección se realizaron 
en cajas tratadas con poli-D-lisina (Anexo 1.1.6 para disminuir el 
desprendimiento celular, pero esta estrategia no mejoro los resultados. 
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Finalmente, con el propósito de optimizar el proceso de transfección se decidió 
sembrar las células con SFB al 2 %, para que estuvieran bien adheridas a la 
superficie de la caja en el momento de la transfección, bajo estas condiciones 
se disminuyó en gran medida el desprendimiento de las células transfectadas y 
la eficiencia se pudo mantener, además, durante el proceso de transfección el 
porcentaje de suero se diluye en una proporción 2:1 (Anexo 5.1). 
Adicionalmente, se adquirió el medio OptiMem® y una nueva referencia de 
Lipofectamina (LipofectamineTM LTX and PlusTM Reagent), productos 
recomendados para células muy sensibles al proceso de transfección. 
Las células sembradas al 2% de SFB presentan una tasa de proliferación muy 
baja y si se siembran a una confluencia del 70% a las 24 h la confluencia se 
mantiene en un rango de 75-80%, y presentan una morfología más cercana a 
la de células CAD diferenciadas que a células CAD cultivadas al 10% de SFB. 
La evaluación de la transfección del constructo pCDNA3.1 DJ-1-WT se realizó 
por WB de la proteína DJ-1 y de acuerdo a estos resultados se establecieron 
las condiciones de transfección que permitieron la sobreexpresión de la 
proteína DJ-1 a un nivel aproximado del doble respecto a las células 
transfectadas con el vector vacio, además, la sobreexpresión de DJ-1 se 
mantiene hasta las 48 h posterior al procedimiento de transfección. En el Anexo 
5.1 se presenta el protocolo final, con el cual se obtuvo la sobreexpresión de 
DJ-1 con una alta eficiencia y reproducibilidad (Figura 6.3). 
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Figura 2.3 Microfotografías de células CAD diferenciadas (4 d) 24 h después de la transfección con Lipofectamine®2000 (L) y el plásmido (P) 
DEST C-Pink1-GFP. A-E: Tratamiento (Tto) 1: Sin cambio de medio de transfección. A. Control; B y D: P:100 ng, L:1,5μL; C y E: P:50 ng, L:0,5 μL. F-
J:Tto 2: Cambio de la mitad del medio después de 6 h de transfección. F. Control. G y I: P:100 ng, L:1,5μL. H y J: P:50 ng, L:0,5. K-O: Tto 3: Cambio 
del total del medio de transfección. K. Control; L y N: P:100 ng, L:1,5 μL; M y O: P:50 ng, L:0,5μL A partir de estos resultados se empezaron a 
determinar las condiciones óptimas de transfección obteniendo los mejores resultados en los tratamientos 1 y 2. 
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Figura 2.4 Eficiencia de transfección del 50 % determinada por microscopia de 
fluorescencia. A. Fotografía en campo claro de células CAD diferenciadas y transfectadas con 
pCDNA3.1-GFP. B. Fotografía de fluorescencia, aproximadamente el 50 % de las células 
expresan la proteína GFP. C. Imagen a mayor aumento. El porcentaje de transfección se 
calcula contanto las células que expresan la proteína GFP en relación al número total de 
células que s cuentan en el campo claro. MC: Microscopía. Barra: 100 μm. UNAL, 2009. 
2.3 Discusión  
Las células CAD diferenciadas y no diferenciadas presentan la morfología y 
características descritas por los creadores de la línea celular CAD, Qi y 
colaboradores (1997). El tiempo de doblaje poblacional reportado por ellos es 
de 18-22 h, mientras que el reportado para nuestro cultivo por Rodríguez YM 
(2006) es de 18+/- 2 h, la diferencia en ese dato puede ser atribuida a las 
condiciones de cultivo, ya que Qi y colaboradores (1997) mencionan que las 
células CAD son cultivadas al 8% de SFB y nuestro cultivo se realiza al 10% de 
SFB. 
Acerca del proceso de diferenciación de las células CAD, Qi y colaboradores 
(1997) mencionan que las células se encuentran totalmente diferenciadas a los 
4 d y que desde el segundo día de estar cultivadas en ausencia de SFB se 
empieza a observar el alargamiento de los procesos, esto mismo lo 
observamos para nuestro cultivo. Incluso, se pudo observar que células CAD 
cultivadas al 1% de SFB a los 2 d presentan alargamiento de procesos cuando 
se siembran a una confluencia del 70%.  
Otro aspecto que se observo es que la confluencia juega un papel importante 
en la morfología de las células CAD durante el proceso de diferenciación. En 
células CAD cultivadas en ausencia de SFB y con una confluencia del 100 %, 
no se puede observar el alargamiento de los procesos, quizás sea por la falta 
de espacio para extender sus procesos, adicionalmente, las células están muy 
cerca una de la otra, por lo tanto no se hace necesario la extensión de 
procesos largos para la formación de la red, adicionalmente, no alcanzan a 
permanecer 4 d en cultivo porque se desprenden por la acidez del medio de 
cultivo.  
Entre tanto, en células CAD cultivadas en ausencia de SFB a baja confluencia 
(menor del 40%), sí se alcanza a observar el alargamiento de los procesos al 
segundo día, pero al tercer día éstas empiezan a morir, esto se podría explicar 
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por la falta de contacto entre las células y porque tal como lo mencionó Horton 
y colaboradores (2001), la sobrevivencia de las células CAD diferenciadas está 
regulada de manera autocrina por la liberación de NT-3 al medio de cultivo. 
Posiblemente, bajo estas condiciones de cultivo la NT-3 se encuentra muy 
diluida en el medio lo que no podría permitir la sobrevivencia de éstas. 
Qi y colaboradores (1997) señalan que las células CAD pueden permanecer 
diferenciadas hasta por seis semanas, después de este tiempo se empiezan a 
desprender en monocapas, el desprendimiento celular es quizás una 
consecuencia de la carencia de un sustrato adecuado y no de un proceso de 
muerte neuronal, por esto se recomienda tratar las cajas con poli-lisina, 
colágeno o laminina, aunque la laminina no permite el alargamiento de los 
procesos. Aunque, nosotros no requerimos para nuestro estudio mantener 
células CAD diferenciadas por seis semanas, fue difícil mantener las células 
CAD diferenciadas por mas de 5 d, incluso en cajas tratadas con poli D-lisina 
(Anexo 1.1.6), por tal razón los tratamientos que requerían más de 24 h no se 
adicionaban al cuarto día de diferenciación sino al tercer día de diferenciación, 
de tal manera que los controles no estuvieran afectados por las condiciones del 
cultivo. 
La razón por la cual las células CAD mueren cuando se les retira todo el medio 
en el cual éstas han llevado a cabo su proceso de diferenciación y se les 
cambia por medio nuevo libre de SFB es explicado por lo evidenciado por 
Horton y colaboradores (2001). Ellos demostraron que la sobrevivencia de las 
células CAD diferenciadas estaba regulada de manera autocrina por la 
liberación de NT-3 al medio de cultivo y que al neutralizar la NT-3 las células 
mueren por apoptosis. Estos resultados sugieren que para la sobrevivencia de 
las células CAD diferenciadas es indispensable la NT-3 que ellas han 
secretado al medio durante su proceso de diferenciación. Aunque, sí a células 
CAD diferenciadas se les realiza un cambio completo del medio de 
diferenciación por medio con 8-10% de SFB, éstas no mueren, sólo revierten el 
proceso de diferenciación, este fenómeno lo observamos y ha sido reportado 
por Qi y colaboradores (2001). 
El proceso de transfección, cuyo objeto es la introducción de un vector al 
interior de una célula eucariota, permite en gran medida ampliar el 
conocimiento acerca de una proteína de interés, para este estudio nos interesa 
comprender la relación de DJ-1 con la vía de supervivencia neuronal PI3K/AKT 
en un contexto neurotóxico, por tal razón la estrategia que se planteó fue 
sobreexpresar la proteína DJ-1-WT humana en la línea celular CAD, neuronas 
catecolaminérgicas y exponerlas a varias neurotoxinas que por mucho tiempo 
se han relacionado con enfermedades neurodegenerativas, específicamente 
EP, como es el caso de la rotenona, la 6-OHDA y C2-ceramida. 
En la actualidad, se han descrito varios métodos para la transfección de células 
eucarioticas, los cuales pueden ser físicos (electroporación, microinyección) o 
químicos (lipofección, fosfato cálcico, DEAE dextrano) (Sambrook et al., 1989). 
En este estudio se llevo a cabo una transfección de tipo transitorio usando el 
método químico de lipofección con Lipofectamine®. En la transfección de tipo 
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transitorio, el DNA recombinante es introducido a la línea celular para obtener 
temporalmente un alto nivel de expresión del gen blanco, que en este caso 
corresponde al gen DJ-WT humano. El DNA transfectado no se integra al DNA 
genómico de la línea celular, por tal razón con este tipo de transfección las 
células sobreexpresan el gen blanco de 1 a 4 días después de la transfección 
(Sambrook et al., 1989). Nosotros encontramos por análisis de WB que la 
sobreexpresión de DJ-1 se mantiene a las 48 h después de la transfección 
(Figura 6.2 y 6.3). 
La lipofección usa lípidos catiónicos, Ej. Lipofectamine®, con el propósito de 
crear liposomas. Un liposoma es una vesícula esférica con una membrana 
compuesta de un fosfolípido y una bicapa de colesterol. Por definición, los 
liposomas contienen un núcleo de solución acuosa. El liposoma se une a las 
moléculas de DNA y forma un complejo estable que se adhiere y se fusiona 
con la membrana celular cargada negativamente y de esta manera se permite 
la entrada del DNA recombinante al interior de la célula (Sambrook et al., 
1989). 
Un gran número de variables afectan la eficiencia de transfección por 
lipofección. Por tal motivo fue necesario optimizar las condiciones específicas 
de este proceso para obtener una buena eficiencia, los lípidos no funcionan de 
igual manera en todas los tipos celulares por eso se hace necesario optimizar 
la relación lípido: plásmido, cantidad de DNA plasmídico empleado, y la 
presencia o ausencia de SFB, la estandarización en el proceso de transfección 
de las células CAD tuvo en cuenta los aspectos mencionados y finalmente se 
logró establecer un protocolo (Anexo 5.1) para transfectar células CAD con el 
constructo pCDNA3.1 DJ-WT humano y se determinó por WB que las células 
transfectadas sobreexpresan la proteína DJ-1 en relación a las células CAD 
control, aproximadamente tres veces. Desafortunadamente, no fue posible 
lograr esta eficiencia en células CAD diferenciadas por que estas son muy 
sensibles a este proceso y se presentaba gran porcentaje de células 
desprendidas.  
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CAPÍTULO III. 
EFECTO DE LA ROTENONA EN CÉLULAS CAD 
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CAPÍTULO III. EFECTO DE LA ROTENONA EN CÉLULAS CAD 
3.1 Rotenona  
La rotenona es un compuesto natural de estructura isoflavonoide derivado de las 
raíces de algunas plantas de los géneros Derris y Lonchorcarpus, familia 
Leguminosae (Figura 3.1). Es un compuesto activo utilizado como pesticida, 
insecticida y erradicación de poblaciones de peces. Este compuesto es 
extremadamente hidrofóbico, por esto es capaz de cruzar fácilmente las membranas 
biológicas independiente de transportadores de membrana (Radad et al., 2008).  
Actualmente, la rotenona es ampliamente usada en todo el mundo como pesticida e 
insecticida. La OMS (organización mundial de la salud) lo ha clasificado como un 
pesticida Clase II (moderadamente peligroso). Existen algunos reportes que indican 
que la exposición a rotenona puede causar toxicidad en mamíferos, mientras que en 
animales de sangre fría, como los insectos y peces, es altamente toxica. La rotenona 
es usualmente empleada en la agricultura a bajas concentraciones, es rápidamente 
absorbida por el suelo y el agua y se descompone por la exposición a la luz solar; 
por lo tanto es buena para el ambiente y segura para los agricultores y otros 
usuarios (Wiwattanapatapee et al., 2009; Bové et al., 2005). En Estados Unidos las 
áreas de cultivo tratadas con rotenona están restringidas, y las fechas de tratamiento 
no deben coincidir con los periodos de riego (Bové et al., 2005). 
Se ha propuesto un vínculo entre el uso de la rotenona y otros pesticidas con EP, 
estudios epidemiológicos han sugerido que la exposición a pesticidas está asociada 
con un aumento en el riesgo de desarrollar esta enfermedad. Con el propósito de 
validar un modelo in vivo de mayor precisión de EP, Betarbet y colaboradores (2000, 
2006) propusieron exponer ratas Sprague-Dawley y Lewis a rotenona de manera 
crónica, continua y sistémica. Ellos encontraron que la inhibición sistémica del 
complejo I mitocondrial causa degeneración dopaminérgica nigro-estriatal altamente 
selectiva, asociada con rigidez e hipoquinesia. Además, las neuronas 
dopaminérgicas de la SN de ratas tratadas con rotenona presentan inclusiones 
citoplasmáticas que contienen poli- ubiquitina y α-sinucleína.  
En neuronas, la rotenona es específicamente un inhibidor del complejo I de la 
cadena respiratoria mitocondrial, la rotenona es un inhibidor hidrofóbico, tipo B, el 
cual genera la reducción de oxígeno molecular a especies superóxidos por bloqueo 
de la transferencia de electrones del clúster Fe-S N-2 a quinona oxidada (Lenaz et 
al., 2006, Keeney et al., 2006) y por varios años se ha usado con el propósito de 
entender el mecanismo de neurodegeneración dopaminérgica tanto en modelos in 
vitro e in vivo (Przedborski y Ischiropoulos, 2005). La rotenona in vivo puede modelar 
algunas de las características anatómicas, neuroquímicas, neuropatológicas y 
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comportamentales de EP, con alta reproducibilidad (Betabert et al., 2000, Betabert et 
al., 2006; Costa et al., 2008; Cannon et al., 2009). Algunas de las limitaciones de 
este modelo son la variabilidad en el porcentaje de animales que desarrollan la 
lesión, la magnitud de la lesión y la localización y distribución de la lesión en el 
estriado (Cannon et al., 2009). 
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Figura 3.1 Estructura química de la rotenona. La rotenona es un isoflavonoide biológicamente 
activo, posee un cuerpo integrado por cinco anillos, que correspondan a: dos anillos bencénicos (A y 
D), un anillo piránico (B), un anillo pirónico (C) y un anillo hidrofuránico (E) el cual lleva una cadena 
lateral isopropilénica (#). Además, el primer anillo bencénico (A) posee dos grupos metóxilo (*) (La 
Forge et al., 1932), (Figura tomada y modificada de Wiwattanapatapee et al., 2009). 
 
Sin embargo, los mecanismos precisos de neurodegeneración inducida por rotenona 
en células mesencefálicas dopaminérgicas aún no son claros. Se ha reportado que 
la inhibición del complejo I mitocondrial resulta en la apertura del PTPm 
incrementando masivamente las especies reactivas de oxígeno (ERO), originando 
así daño oxidativo en lípidos, DNA y proteínas de la célula. Se ha observado que el 
daño oxidativo es un defecto bioenergético y sólo se puede observar en modelos de 
rotenona in vivo (Radad et al., 2008). 
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En modelos in vitro se ha demostrado que la rotenona tiene un efecto dosis tiempo 
dependiente y que induce apoptosis selectiva de neuronas dopaminérgicas (Chun et 
al., 2001; Chung et al., 2007; Chen et al, 2008; Kim et al., 2009). Se han realizado 
varios estudios en modelos neuronales por ejemplo, células SH-5H5Y diferenciadas 
y no diferenciadas (Borland et al., 2008; Wang et al., 2005), cultivos primarios de 
neuronas corticales de embriones de ratón (Radad et al., 2006; Radad et al., 2008), 
células SN4741 (Chun et al., 2001), células SK-N-MC (Richardson et al., 2005) y se 
ha establecido que la rotenona causa muerte neuronal en dosis bajas y crónicas. La 
Tabla 3.1 menciona algunos de los estudios in vitro realizados con rotenona en 
modelos neuronales y sus efectos. 
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MODELO CELULAR DOSIS DE ROTENONA TIEMPO EFECTO REFERENCIA 
SH-SY5Y diferenciadas, 
medio neurobasal con 6–10 
nM de estaurosporina 
50 nM 21 d 
60% de muerte neuronal (muerte gradual, bifásica) 
Borland et al.,   
2008 
Acortamiento de neuritas, a los 21 d ausencia 
completa de neuritas 
Agregados de α-sinucleína y ubiquitina en las 
neuritas 
Inhibición del 50% del complejo I mitocondrial  
Activación de caspasas 
Disminución de la velocidad de las mitocondrias  
Regulación a la baja de genes (Microarreglo de 
1.200 genes) 
No se presentaron inclusiones citoplasmáticas de 
cuerpos de Lewy. 
No se presentó pérdida del potencial de membrana 
mitocondrial 
SH-SY5Y diferenciadas, 
10μM de ácido retinoico 10μM y 20μM 12 h 
32%-38% de muerte celular 
Chen et al., 2008 
Activación de JNK y p38 y c-jun por fosforilación 
Activación de caspasas 9 y 3 
Disminución de los niveles de p-AKT y Bcl-2  
Cultivos primarios de 
neuronas mesencefálicas  10 nM -30 nM 12 h 
Condensación y fragmentación del núcleo, indicando 
un proceso apoptótico en el 60-80% de células 
positivas para TH 
SH-SY5Y, neuroblastoma 
humano 
1, 5, 10, 20, 
25, 50 μM 24 h 
Efecto dosis-tiempo dependiente  
Chung et al.,   
2007  
Pérdida tardía de la integridad de la membrana 
(LDH) 
Pérdida de la actividad mitocondrial (MTT) 
Activación de caspasa 3  
Producción intracelular de superóxidos y otras ERO 
              Tabla 3.1 Efecto de la rotenona en modelos neuronales in vitro, Continúa... 
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MODELO CELULAR DOSIS DE ROTENONA TIEMPO EFECTO REFERENCIA 
SH-SY5Y, neuroblastoma 
humano 
0,1-20 μM, 
WB:10 μM 24 h 
Reducción en la viabilidad celular, efecto dosis 
tiempo dependiente  
Kim et al., 2009 
Activación de p38 y JNK por fosforilación 
Muerte por apoptosis condensación de la cromatina 
y fragmentación de ADN 
Activación de caspasas 9 y 3  
Reducción de los niveles de Bcl-2, aumento de BAX 
0-10 μM 24 h Promueve la solubilidad de Parkin, formación de inclusiones intracelulares por agregación de Parkin Wang et al., 2005 
1, 10, 100 nM 
y 1 μM 24 h Efecto dosis tiempo dependiente  
Sherer et al.,   
2001 
5-20 nM 5 sem 
Reducción del 15-30% de la actividad del complejo I 
mitocondrial 
Aumento de ERO 
Cambios en la señalización por calcio (carbacol) 
Reducción del potencial de membrana mitocondrial  
SK-N-MC, neuroblastoma 
humano 
10 nM 24 h Inhibición del proteosoma Wang et al., 2006 
20 nM 24 h Disminución del complejo I mitocondrial Richardson et al.,   2005 Daño oxidativo 
SN4741, línea celular 
dopaminérgica derivada de 
sustancia nigra  
1,5 μM 2 h 
Incremento de ERO   
Chun et al., 2001 Activación de JNK y c-jun por fosforilación Activación de caspasa 3  
Fragmentación del DNA, escalera en gel de agarosa 
            Tabla 3.1 Efecto de la rotenona en modelos neuronales in vitro, Continúa... 
 
50 
 
 
MODELO CELULAR DOSIS DE ROTENONA TIEMPO EFECTO REFERENCIA 
Cultivos primarios de 
neuronas dopaminérgicas 
derivadas de mesencéfalo 
de embriones de ratón  
5 nM                
20 nM 
24 h                     
48 h 
Efecto dosis tiempo dependiente  
Radad et al.,   
2006 
Muerte selectiva de células TH+ 
Acortamiento y fragmentación de las neuritas 
Incremento en la producción de ERO  
Inhibición de la actividad del complejo I mitocondrial  
Núcleo celular presenta características apoptóticas 
Disminución en el potencial de membrana 
mitocondrial 
1, 3, 5, 10nM 6 - 12 d Las neuronas dopaminérgicas son más sensibles a tratamientos con dosis bajas y tiempos prolongados Radad et al.,   
2008 
20nM 48 h Las células TH+ son más sensibles a la rotenona que las células GFAP+ 
PC12, feocromocitoma, 
derivado de médula adrenal 
de rata  
0-1 μM 
24 h 
Efecto dosis tiempo dependiente  
Sai et al., 2008 
1 μM 
Disminución del 20% de la viabilidad celular (MTT) 
respecto al control 
Incremento de ERO   
Disminución de la longitud de las neuritas 
Aumento de la actividad de la monoamino oxidasa 
Disminución en la expresión de TH, VMAT2 y 
aumento de TDA 
Incremento en los niveles intracelulares de DA, 
mientras que los niveles extracelulares de DA se 
mantienen estables  
              Tabla 3.1 Efecto de la rotenona en modelos neuronales in vitro. 
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3.2 Resultados  
Con el propósito de determinar la dosis letal 50 de rotenona en células CAD 
diferenciadas, se probaron diferentes dosis y tiempos de exposición. Estos 
tratamientos se llevaron a cabo en cajas de 96 pozos y las pruebas de 
viabilidad celular MTT y LDH (Anexo 1, 2 y 3). 
3.2.1 Efecto dosis-tiempo dependiente de la rotenona en células CAD  
Las células CAD diferenciadas viables se observan al microscopio de luz 
adheridas, refringentes, presentan procesos alargados (neuritas) y somas con 
apariencia circular y lisa (Figura 3.2, A). La exposición a rotenona a altas 
concentraciones, 25 μM, 5 μM, 1 μM, 500 nM y 250 nM, por un tiempo de 24 h 
causa cambios morfológicos observables al microscopio de luz y sugestivos de 
muerte celular, las células pierden la adherencia, no se observan refringentes, 
los somas pierden su apariencia lisa y circular, y no se pueden distinguir 
células con procesos alargados (Figura 3.2, B-F). Las células tratadas por 24 h 
con dosis muy bajas, 50 nM y 25 nM, se observan diferentes al control ya que 
no se ven tan refringentes, pero aun permanecen adheridas, inclusive se 
pueden observar algunas células con procesos alargados (Figura 3.2, G-H).  
Se determinó la cinética de toxicidad de la rotenona en células CAD, para lo 
cual se evaluaron diferentes dosis de rotenona (50 nM, 250 nM, 500 nM, 1 μM, 
5 μM, 25 μM) y diferentes tiempos de exposición (6, 24 y 48 h), medido 
mediante MTT. Las gráficas de toxicidad muestran que el efecto de la rotenona 
depende de la dosis y el tiempo del tratamiento. Cuando se trataron las células 
con 5 μM por 6 h y 500 nM por 24 h, se evidenció una pérdida del 40% de la 
actividad MTT. Por esta razón estas dosis se utilizaron para los experimentos 
posteriores (Figura 3.3). 
El análisis de muerte celular realizado mediante la liberación de LDH al medio 
de cultivo señala que la rotenona causa muerte dependiente de la dosis y el 
tiempo. En la figura 3.4 se puede observar la tendencia al aumento en la 
liberación de LDH cuando se incrementa la concentración y el tiempo de 
exposición a rotenona (Figura 3.4). 
Las células control, es decir células no tratadas con rotenona, presentan una 
liberación basal de LDH del 30%, mientras que las células tratadas por 24 h 
con 500 nM de rotenona presentan un porcentaje de liberación de LDH del 
40%, estos resultados indican que la rotenona bajo estas condiciones 
contribuye a potenciar en un 10 % la liberación de LDH al medio de cultivo. Por 
otra parte, las células expuestas durante 24 h a 5 μM y 25 μM de rotenona 
presentan un incremento altamente significativo en la liberación de LDH 
respecto a las células control indicando un efecto dosis dependiente (Figura 
3.4). 
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Figura 3.2 Efecto dosis - tiempo dependiente de rotenona en células CAD diferenciadas. 
Microfotografía de células CAD diferenciadas tratadas a diferentes concentraciones de 
rotenona por 24 h. A. Control (0 μM) B. 25 μM; C. 5 μM; D. 1μM; E. 500 nM; F. 250 nM; G. 50 
nM; H. 25 nM. En el panel B se observan los cristales que forma la rotenona cuando se aplica a 
altas concentraciones, estos cristales están suspendidos en el medio y se forman porque la 
rotenona es una molécula casi insoluble en agua, su solubilidad en agua es de 0,02 mg/L a 
20°C. Barra: 100 μm; fotografías tomadas en un microscopio de luz invertido de contraste de 
fases. UNAL, 2009. 
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Figura 3.3 Efecto dosis – tiempo dependiente de la rotenona en células CAD determinado por la actividad MTT. El eje Y representa el 
porcentaje de viabilidad relativo al control cuya absorbancia a 550 nm se normalizó al 100 %. El eje X representa los diferentes tratamientos de 
rotenona (Control: 0 nM, 50 nM, 250 nM, 500 nM, 1 μM, 5 μM y 25 μM de rotenona) agrupados por el tiempo de tratamiento (6, 24 y 48 h). Nótese, que 
la exposición a rotenona tiene como efecto disminución del % de viabilidad dependiente de la dosis y el tiempo de tratamiento. Las células tratadas por 
6 h a bajas concentraciones no presentan diferencias significativas respecto al control (50 nM, 250 nM y 500 nM), mientras que dosis altas (5 μM y 25 
μM) presentan diferencias altamente significativas respecto al control. El efecto de concentraciones bajas como 50 nM es significativamente diferente 
del control cuando las células se exponen por tiempos largos (24 y 48 h). Los valores representan el promedio +/- DE (desviación estándar) de tres 
experimentos independientes, cada uno con tres replicas. Prueba t de dos colas con intervalo de confianza del 95%. *P<0.05, **P<0.01, *** P<0.001, 
comparaciones realizadas respecto a las células control, células no tratadas con rotenona (barra negra). 
54 
 
 
Figura 3.4 Efecto dosis – tiempo dependiente de rotenona en células CAD determinado por la liberación de LDH. El eje Y representa el 
porcentaje de liberación de la lactato deshidrogenasa (LDH) relativo al control de muerte (barra negra) cuya absorbancia a 490 nm se normalizó al 100 
% (células lisadas). El eje X representa los diferentes tratamientos de rotenona (Control: 0 nM, 50 nM, 250 nM, 500 nM, 1 μM, 5 μM y 25 μM de 
rotenona) agrupados por el tiempo de tratamiento (24, 48 y 72 h). Nótese que la rotenona causa muerte celular con un efecto dosis – tiempo 
dependiente, ya que se puede observar la tendencia al aumento en la liberación de LDH respecto al control dado por el incremento en la concentración 
y en el tiempo de exposición a rotenona. A las 24 h de tratamiento con las dosis de 50 nM y 250 nM la liberación de LDH no difiere del control, 
mientras que a las 72 horas el tratamiento con 50 nM de rotenona presenta un aumento significativo en la liberación de LDH respecto al control. Los 
valores representan el promedio +/- DE (desviación estándar), n=3. Prueba t de dos colas con intervalo de confianza del 95%. *P<0.05, **P<0.01, *** 
P<0.001, comparaciones realizadas respecto a las células control, células no tratadas con rotenona (barra de cuadros). 
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3.3 Discusión  
Las células expuestas a rotenona presentaron cambios morfológicos evidentes 
a las 24 h de tratamiento con dosis altas, uno de los cambios mencionados es 
la pérdida de los procesos alargados o neuritas. Previamente, Radad y 
colaboradores (2006), encontraron en cultivos primarios de neuronas 
dopaminérgicas derivadas de mesencéfalo de embriones de ratón, un 
acortamiento y fragmentación de las neuritas, cuando las células eran tratadas 
con 5 nM y 20 nM por 24 y 48 h, respectivamente. Posteriormente, Borland y 
colaboradores (2008) encontraron en células SH-SY5Y diferenciadas tratadas 
de manera crónica con rotenona 50 nM un acortamiento de las neuritas y la 
pérdida total de estas a los 21 d de tratamiento. Además, ellos encontraron por 
estudios de inmunofluorescencia agregados de α-sinucleína y poli-ubiquitina al 
interior de las neuritas. La disminución en la longitud de las neuritas por efecto 
de la rotenona también se ha observado en células PC12 tratadas con 
rotenona 1 μM por 24 h (Sai et al., 2008). 
El acortamiento y fragmentación de las neuritas por efecto de la rotenona es 
explicado por la unión directa de esta toxina a los microtúbulos, lo cual conduce 
a la despolimerización de éstos, y en el caso de las neuronas dopaminérgicas 
ocurre inhibición del transporte de las vesículas que cargan el neurotransmisor 
DA, presentándose acumulación de éste en el soma y por consecuencia 
aumento del estrés oxidativo como resultado de su oxidación. Lo anterior 
podría explicar la susceptibilidad diferencial de las neuronas dopaminérgicas a 
la rotenona, en relación a neuronas que sintetizan un neurotransmisor no 
oxidable, como es el caso de las neuronas glutamatérgicas y gabaérgicas (Ren 
et al., 2005). 
Aunque en este estudio no se realizó una prueba específica para determinar el 
tipo de muerte celular inducida por rotenona, varias observaciones al 
microscopio de luz de las células CAD diferenciadas tratadas con esta 
neurotoxina fueron sugestivas de muerte celular por apoptosis, por ejemplo, la 
apariencia rugosa de la membrana celular y núcleos muy grandes. Existen 
varios estudios que reportan que la muerte por efecto de la rotenona es de tipo 
apoptótico y se han descrito las siguientes características: fragmentación del 
ADN, condensación de la cromatina, activación de caspasas 9 y 3, reducción 
de los niveles de Bcl-2 y p-AKT, y aumento de Bax (Chun et al., 2001; Radad et 
al., 2006; Chung et al., 2007; Chen et al., 2008; Kim et al., 2009, Avila-Gómez 
et al., 2010). 
Los resultados obtenidos con las técnicas de MTT y LDH acerca de la cinética 
de toxicidad de la rotenona en células CAD sugieren un efecto dosis – tiempo 
dependiente. Es evidente que el incremento de la concentración y el tiempo de 
exposición de la rotenona contribuyen a la disminución de la viabilidad, ya sea 
como pérdida de la actividad MTT o aumento en la liberación de LDH. Varios 
grupos han reportado en estudios in vitro con modelos neuronales que la 
rotenona tiene un efecto dosis – tiempo dependiente, por ejemplo Sherer y 
56 
 
colaboradores (2001) y Chung y colaboradores (2007) en células SH-SY5Y, 
Radad y colaboradores (2006) en cultivos primarios de neuronas derivadas de 
mesencéfalo de embriones de ratón y Sai y colaboradores (2008) en la línea 
celular PC12. Inclusive, Borland y colaboradores (2008) mencionan que la 
rotenona induce el 60 % de muerte en neuronas SH-SY5Y diferenciadas 
expuestas a una dosis crónica de 50 nM por 21 d, y que la muerte se presenta 
de forma bifásica. 
En general, la rotenona es capaz de inducir muerte en dosis bajas y tiempos 
largos de exposición. Los estudios realizados in vitro reportan tratamientos en 
el orden de nanomolar y con tiempos de exposición que pueden ir desde 24 h 
hasta 21 d de tratamiento crónico (Chun et al.,   2001; Radad et al., 2006; 
Chung et al., 2007; Chen et al., 2008; Kim et al.,   2009). Tal como se menciono 
anteriormente, la rotenona es una molécula altamente lipofílica, por lo tanto es 
capaz de atravesar las membranas celulares con gran facilidad, además, su 
solubilidad en agua es de 0,02 mg/L a 20°C, y al aplicarse a altas 
concentraciones forma cristales flotantes en el medio de cultivo, tal como se 
observo al microscopio de luz con la concentración de 25 μM (Figura 3.2, B). 
La comparación de los resultados obtenidos por MTT y LDH sugiere que la 
rotenona causa inicialmente pérdida de la actividad MTT, y tardíamente pérdida 
de la integridad de la membrana, esto último determinado por la liberación de 
LDH al medio de cultivo. Por ejemplo, si se compara el porcentaje de viabilidad 
por actividad MTT con el porcentaje de liberación de LDH del tratamiento 24 h 
500 nM, se encuentra que la rotenona contribuye en un 40 % a la disminución 
de la actividad MTT respecto a las células control (0 nM de rotenona); sin 
embargo, bajo estas condiciones de tratamiento la rotenona sólo contribuye a 
potenciar la liberación de LDH en un 10% respecto a la liberación basal de LDH 
de las células control (30%) (Figuras 3.3 y 3.4). Chung y colaboradores (2007) 
trabajaron con células SH-SY5Y y determinaron el efecto de la rotenona sobre 
la viabilidad celular usando las técnicas de MTT y LDH, y al igual que en este 
estudio, encontraron que la rotenona induce primero la pérdida de la actividad 
MTT y que la pérdida de la integridad de la membrana es un evento tardío. 
Este hallazgo es importante para este estudio ya que la bibliografía referencia 
que la rotenona es principalmente un inhibidor del complejo I de la cadena 
respiratoria de la mitocondria (Sherer et al., 2001; Radad et al., 2006; Borland 
et al., 2008). En lo referente a nuestro grupo de investigación y como hipótesis 
de trabajo partimos que la muerte de las neuronas dopaminérgicas en la EP se 
debe a una disfunción mitocondrial, por lo tanto las dosis que se han definido 
para los experimentos posteriores son basadas en la disminución del 40% de la 
actividad MTT y corresponden a 50 nM por 24 h y a 5 μM por 6 h. La actividad 
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) es un 
indicador de la actividad o integridad mitocondrial porque determina la 
reducción del MTT a azul de formazán, proceso llevado a cabo por las enzimas 
deshidrogenasas que se encuentran en mitocondrias activas e intactas de 
células vivas (Mosmann, 1983; Buttke et al., 1993; Liu et al., 1997; Abe y 
Matsuki, 2000). 
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Finalmente, la neurotoxina rotenona es un buen modelo para estudios in vitro 
de la EP porque induce muerte neuronal selectiva de dopaminérgicas, inhibe el 
complejo I mitocondrial y causa muerte celular con un efecto dosis tiempo-
dependiente, además los resultados son altamente reproducibles. 
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CAPITULO IV. EFECTO DE LA 6-HIDROXIDOPAMINA                                 
EN CÉLULAS CAD 
4.1   6-Hidroxidopamina 
La 6-hidroxidopamina (6-OHDA) es un análogo hidroxilado del neurotransmisor 
DA. Fue aislado por primera vez en el año de 1959 por Senoh, y sus efectos 
biológicos se evidenciaron entre 1963-1965 por el grupo de Porter y 
colaboradores y el de Stone y colaboradores, quienes demostraron que la 6-
OHDA inducia disminución de la noradrenalina en sistema nervioso autonómico 
de corazón. Posteriormente, entre 1967-1968, Thoenen y colaboradores tras 
varios estudios demostraron que la 6-OHDA producía daño en las 
terminaciones nerviosas de neuronas simpáticas (Blum et al., 2001). 
En la actualidad, la 6-OHDA es una de las neurotoxinas más comunes en la 
experimentación en modelos de la EP. Es usada tanto in vitro como in vivo, y 
se ha sugerido que ésta induce lesiones a nivel de neuronas dopaminérgicas 
por la generación de peróxido de hidrógeno, ERO y la inhibición de los 
complejos I (NADH deshidrogenasa) y IV (citocromo c oxidasa) mitocondriales, 
siendo el complejo I más sensible a la inhibición por parte de la 6-OHDA 
(Glinka y Youdim, 1995; Glinka et al., 1996; Glinka et al., 1997; Ginkla et al., 
1998; Blum et al., 2001; Kääriäinen et al., 2008). Bajo condiciones fisiológicas e 
independientes de enzimas, la 6-OHDA es rápidamente oxidada por el oxígeno 
molecular (O2) para formar peróxido de hidrógeno (H2O2) y para-quinona 
(Figura 4.1). (Graham et al., 1978; Gee and Davison, 1989; Soto-Otero et al., 
2000; Bové et al., 2005).  
Por otra parte, la alta especificidad dada por la 6-OHDA en modelos 
degenerativos de neuronas catecolaminérgicas se da porque esta neurotoxina 
es un análogo sintético noradrenérgico, es decir que tiene una estructura 
similar a la DA y a la norepinefrina, exhibiendo una alta afinidad por los 
transportadores catecolaminérgicos de la membrana plasmática, como el TDA 
y transportadores de norepinefrina. Consecuentemente, la 6-OHDA puede 
entrar a cualquiera de los dos tipos neuronales tanto dopaminérgico como 
noradrenérgicos y causa daño en las vías catecolaminérgicas periféricas del 
SNC. La 6-OHDA destruye estructuras catecolaminérgicas por combinación de 
efectos de las ERO y quinonas (Blum et al., 2001; Bové et al., 2005). 
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Figura 4.1 Estructura química de la 6-OHDA y oxidación. La 6-hidroxidopamina es un 
análogo hidroxilado de la DA. La 6-OHDA se oxida y forma peróxido de hidrógeno (H2O2) y 
para-quinona (Tomada y modificada de Bové et al., 2005). 
 
La capacidad neurotóxica de la 6-OHDA se atribuye principalmente a la 
inhibición de los complejos I y IV mitocondriales, ya que después de su entrada 
a la célula a través del TDA se acumula en la mitocondria, teniendo como 
efecto disminución en el ATP intracelular y como consecuencia final la muerte 
celular (Glinka y Youdim, 1995; Glinka et al., 1997). Este mecanismo tardío de 
muerte es similar al producido por el MPTP, otra neurotoxina dopaminérgica 
comúnmente usada para la creación de modelos animales de la EP (Soto-
Otero et al., 2000; Grünblatt et al., 2000; Blum et al., 2001; Xu et al., 2008). Sin 
embargo, a diferencia del MPTP, la 6-OHDA es un compuesto incapaz de 
atravesar la barrera hematoencefálica, por lo tanto, los modelos animales 
(ratas, ratones y primates pequeños) de EP generados por 6-OHDA se basan 
en la inyección directa intracerebral en el estriado y en la SN, lo que causa 
muerte selectiva de neuronas dopaminérgicas de la SN y disminución del 
neurotransmisor DA en el estriado, alteraciones biológicas que reproducen una 
fisiopatología similar a la de la EP (alteraciones en el movimiento) (Blum et al., 
2001).  
Se ha descrito que la 6-OHDA en neuronas dopaminérgicas genera muerte 
celular con fenotipo apoptótico, tanto in vivo como in vitro, caracterizada por 
encogimiento y condensación de la cromatina, invaginación de la membrana y 
fragmentación del DNA, y activación de caspasa 3 (Marti et al., 1997; Dodel et 
al., 1999; Zuch et al., 2000; He et al. 2000, Han et al., 2003; Salinas et al., 
2003; Lee et al., 2007; Liu et al., 2009). Aunque existen estudios que 
mencionan que la muerte inducida por 6-OHDA es independiente de caspasas 
(Galindo et al., 2003). También, existen reportes que la 6-OHA causa muerte 
celular por necrosis o por una combinación de apoptosis y necrosis 
dependiendo de la concentración de 6-OHDA y el tipo celular (Woodgate et al., 
1999; Ding et al., 2004; Puttonen et al., 2008; Nobre et al., 2010). 
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Adicionalmente, existe evidencia que permite considerar a la 6-OHDA como 
una neurotoxina endógena porque se ha descrito su presencia en cerebros de 
ratas y humanos. Las neuronas dopaminérgicas de la SN contienen altos 
niveles de DA, de H2O2 y de hierro libre, lo cual sugiere que una reacción no 
enzimática entre estos elementos puede conducir a la formación de 6-OHDA. 
La oxidación de la DA endógena ocurre a bajas concentraciones, 
aproximadamente de 50 µM, produciendo además de 6-OHDA, quinonas 
relacionadas con 6-OHDA y neurotóxicos alcaloides (7-dihydroxy 1,2,3,4 
tetrahydroisoquinoline) (Napolitano et al., 1999). La generación in situ de 6-
OHDA se puede favorecer por factores como la presencia de la neuromelanina 
(incrementando los niveles de hierro libre), iones de nitrito, H2O2, manganeso, 
entre otros (Palumbo et al., 1999; Garner y Nachtman, 1989). 
Aunque, no se tiene claro el mecanismo molecular de citotoxicidad de la 6-
OHDA, éste puede estar ligado directamente a la producción de ERO y 
quinonas. La auto-oxidación de 6-OHDA puede generar H2O2, el cual puede ser 
fácilmente reducido por la presencia del ión ferroso (Fe2+), por la reacción 
Fenton, produciendo radicales hidroxilo (HO.), que se consideran los radicales 
libres más dañinos para la células. En el caso de las neuronas dopaminérgicas 
que acumulan neuromelanina y por ende presentan altas concentraciones de 
hierro, se puede establecer una relación neurotóxica más acentuada entre el 
Fe2+ y la 6-OHDA en comparación con otros tipos celulares. De tal forma que 
las estrategias anti-oxidativas se constituyen en un mecanismo de 
neuroprotección, por ejemplo el ácido ascórbico, la glutatión y la catalasa 
(Figura 4.2) (Soto-Otero et al., 2000, Jia et al., 2008; Chan et al., 2009). 
Podemos afirmar que la 6-OHDA es un excelente modelo de muerte celular 
selectiva para neuronas dopaminérgicas y su fisiopatología compartida con 
procesos bioquímicos comunes con la EP, la convierten en una interesante 
herramienta para modelar la degeneración selectiva de neuronas 
dopaminérgicas (Jenner y Olanow, 1998; Soto-Otero et al., 2000; Redman et 
al., 2006,). A continuación se presenta una tabla que menciona algunos de los 
estudios realizados con 6-OHDA in vitro en modelos neuronales y sus efectos 
(Tabla 4.1). 
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Figura 4.2 Mecanismo hipotético de la toxicidad de 6-OHDA. La 6-OHDA podría inducir 
toxicidad selectiva en neuronas catecolaminérgicas por tres mecanismos. 1. Generación de 
especies reactivas de oxígeno por intra o extracelular auto-oxidación. 2. Formación de peróxido 
de hidrógeno inducida por la actividad de MAO (monoamino oxidasa). 3. Inhibición directa de la 
cadena respiratoria mitocondrial. Estos eventos conducen a  estrés oxidativo, el cual puede ser 
potenciado por el calcio libre en el citoplasma y la disminución de ATP, finalmente, estos 
eventos convergen en muerte celular (Tomado de Blum et al., 2001). 
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MODELO CELULAR DOSIS              6-OHDA TIEMPO EFECTO REFERENCIA 
Cultivo primario de 
neuronas mesencefálicas 
de embriones de ratón 
15 μM 
24 h 
Incremento de ERO 
Lotaharius et al.,  
1999 
Muerte de neuronas TH+ por apoptosis, externalización 
de la fosfatidilserina y activación de caspasas 
Disminución del potencial de membrana mitocondrial 
También afecta neuronas no dopaminérgicas  
Cultivo primario de 
sustancia nigra, ratas 
neonatales  
200 μM 
Disminución en la viabilidad celular (LDH) 
Chan et al., 2009 Disminución en la longitud de las neuritas 
Muerte selectiva de neuronas dopaminérgicas 
Cultivo primario de 
neuronas mesencefálicas 
de rata 
10, 20, 30, 40, 
50 μM 45 min 
Pérdida de viabilidad dosis dependiente                             
Kramer et al., 1999 
Muerte no especifica para neuronas dopaminérgicas 
Acortamiento de las neuritas de neuronas  TH+ 
Células expuestas a bajas concentraciones de 6-OHDA 
son capaces de responder a la acción neurotrófica del 
GDNF  
Disminución de la recaptación de DA 
20 y 100 μM 0 -24 h 
Pérdida de neuronas TH+ 
Han et al., 2003 Disminución en la recaptación de DA  Liberación de cit-c 
Activación de caspasa 9 y 3 
100 μM              
40 μM 
0 30 min               
48 h 
Activación de caspasa 3 
Ding et al.,  2004 Condensación del núcleo 
Pérdida de neuronas GABA, glía y dopaminérgicas  
37,5 Y 75 μM 
24 h 
Efecto dosis dependiente Kotake et al., 2005 Muerte de neuronas TH+ 
40 o 200 μM Muerte neuronal, mayor porcentaje por apoptosis 
Nobre et al., 2010 40 μM Incremento en los niveles de nitrito 
Aumento en el porcentaje de micro glía  
200 μM Incremento de la peroxidación de lípidos 
          Tabla 4.1 Efecto de la 6-OHDA en modelos neuronales in vitro. Continúa... 
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MODELO CELULAR DOSIS              6-OHDA TIEMPO EFECTO REFERENCIA 
SH-SY5Y, neuroblastoma 
humano 
5, 10, 25, 50, 
100 y 500 μM 4 y 24 h 
Efecto dosis tiempo  dependiente  
Tirmenstein et al, 
2005 
Disminución de la concentración de  ATP (25 y 50 μM: 
24h; 50 y 100 μM: 4h) 
Disminución del potencial de membrana mitocondrial 
con dosis de 100 y  500 μM por 4h 
30 y 100 μM 
24 h 
Disminución de la viabilidad celular (MTT y LDH) Kääriäinen et al.,  
2008 Incremento en la producción de ERO 
25, 50, 75 y 
100 μM 
Efecto dosis dependiente Jia et al., 2008 Disminución de la viabilidad celular 
100 μM 0, 6, 15, 24 y 48 h 
Efecto tiempo dependiente 
Ossola et al., 2008 
Induce muerte celular por disminución de la actividad 
metabólica (MTT) y pérdida de la integridad de la 
membrana (LDH) 
Activación de caspasa 3  
100 μM 24 h 
Incremento en la producción de ERO 
Liu et al., 2009 
Disfunción mitocondrial, liberación de cit-c y pérdida del 
potencial mitocondrial 
Fragmentación del ADN, condensación del núcleo y 
clivaje de PARP 
SH-SY5Y, neuroblastoma 
humano; C6 glioma de 
rata; SMC, musculo rugoso 
de conejo; CHO, ovario de 
hámster;  CV1P, 
fibroblastos de mono 
30, 100 y 300 
μM 24 h 
Mayor sensibilidad de las  SH-SY5Y,  respecto a las 
otras líneas celulares evaluadas 
Puttonen et al.,  
2008 
Induce apoptosis, necrosis o una mezcla de estas, 
dependiente de la concentración de 6-OHDA y el tipo 
celular (Apoptosis: concentraciones bajas, Necrosis: 
concentraciones altas) 
            Tabla 4.1 Efecto de la 6-OHDA en modelos neuronales in vitro. Continúa... 
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MODELO CELULAR DOSIS              6-OHDA TIEMPO EFECTO REFERENCIA 
PC12, feocromocitoma 
derivado de médula 
adrenal de rata 
100 μM 
24 h 
Independiente de caspasas  Galindo et al., 2003 
Evidencia morfológica de apoptosis 
Blum et al., 1997 Regulación a la alta de p53 y Bax 
Inducción de  apoptosis 
0,5 - 24 h Activación de caspasa 3 Blum et al., 2001 
0 - 200 μM 0, 4, 8 y 24 h. Dosis - tiempo dependiente 
Woodgate et al., 1999 
50 μM 
24 h 
Necrosis, sólo el 5% presentan muerte por apoptosis, 
muerte independiente del TDA  
100 - 400 μM Efecto dosis dependiente Takata et al., 2005 
200 μM Muerte por apoptosis, fragmentación del ADN 
10 - 100 μM 24, 48 y 72h 
Activación de caspasa 3 e incremento del clivaje de 
PARP 
Lee et al., 2007 Disfunción en el sistema lisosomal dada por el 
incremento en la expresión y secreción de Cistatina C y 
la disminución de la actividad de la catepsina 
Neuronas dopaminérgicas 
inmortalizadas (1RB3AN27 
o N27)  
0-500 μM              
0-750 μM 
24 h                    
2 h Efecto dosis dependiente 
Clarkson et al., 1999 
75 μM                  
no 
diferenciadas 
33 μM 
diferenciadas 
24 h Las neuronas diferenciadas son más sensibles a la 6-OHDA que las no diferenciadas (MTT) 
6 h 
Mayor porcentaje de muerte celular por apoptosis en 
las neuronas diferenciadas respecto a las no 
diferenciadas, fragmentación del ADN.   
Cultivo primario de CGN 
(cerebellar granule 
neurons) 
0 -60 μM 18 h 
Condensación de la cromatina 
Dodel et al., 1999 Activación de caspasa 3 Fragmentación de ADN  
Liberación de cit-c 
MN9D, neuronas 
dopaminérgicas de origen 
murino 
  
Muerte neuronal por apoptosis 
Choi et al., 1999 
Incremento de ERO, mediado por la activación de JNK 
      Tabla 4.1 Efecto de la 6-OHDA en modelos neuronales in vitro. 
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4.2 Resultados 
Con el propósito de determinar la dosis letal 50 de 6-OHDA en células CAD 
diferenciadas, se probaron diferentes dosis y tiempos de exposición. Estos 
tratamientos se llevaron a cabo en cajas de 96 pozos y la prueba de viabilidad 
celular MTT y LDH (Anexo 1, 2 y 3). 
4.2.1 Efecto dosis-tiempo dependiente de la 6-OHDA en células CAD  
Tras varios ensayos para determinar la dosis letal 50 para la 6-OHDA por el 
método de MTT, se tuvo como inconveniente que la 6-OHDA es una molécula 
con alta capacidad de auto-oxidación, y como producto de este proceso forma 
compuestos denominados para-quinonas, que absorben a una longitud de 
onda de 490 nm y conjugados tiólicos que absorben a una longitud de onda de 
350 nm (Soto et al., 2000). Debido a que la prueba de MTT se lee a 550 nm, 
las lecturas de estos ensayos generaron un ruido por el sobrelapamiento con 
los derivados de la auto-oxidación de la 6-OHDA, y generaban resultados que 
no eran coherentes con lo observado al microscopio de luz, en donde era 
evidente el efecto de muerte dosis-tiempo dependiente por parte de la 6-OHDA 
(Figura 4.3). 
Adicionalmente, estos productos de la auto-oxidación de la 6-OHDA son poco 
estables, y por lo tanto las lecturas con tratamientos de 24 h disminuyen la 
interferencia (Figuras 4.4 y 4.5). Así que se usaron varias estrategias para 
eliminar la interferencia de nuestros datos en el caso del MTT de acuerdo a lo 
reportado por Clarkson y colaboradores (1999) y Puttonen y colaboradores 
(2008) a saber: lavar suavemente con PBS las células adheridas antes de 
disolver los cristales de formazán con el propósito de eliminar del pozo los 
compuestos causales de la interferencia, se probo lisar las células y disolver los 
cristales de formazán en diferentes disolventes (DMSO y buffer de lisis MTT). 
Se realizaron lecturas a diferentes longitudes de onda en el lector de placas de 
96, intentando restar el background a diferentes longitudes de onda (340 nm, 
415 nm, 490 nm, 595 nm).  
Sin embargo, la interferencia persistió en los tratamientos de 6 h con 6-OHDA, 
incluso después de probar cada una de las estrategias anteriormente descritas. 
En los tratamientos de tiempos largos (24, 48 y 72 h) la interferencia disminuyó 
notablemente, aunque las dosis altas de 6-OHDA, 100 μM, 150 μM y 200 μM, 
aún mantienen valores de interferencia, pero se puede observar la tendencia 
del efecto dosis-tiempo dependiente por parte de la 6-OHDA en células CAD 
(Figura 4.5). Finalmente, con base en las observaciones microscópicas, la 
morfología celular, la formación de los cristales de formazán y la bibliografía se 
determinaron dos dosis para ser usadas en posteriores experimentos, las 
cuales corresponden a 100 μM y 50 μM para 6 y 24 h, respectivamente. 
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En relación a las características que presentan las células CAD tratadas con 
dosis altas de 6-OHDA (100, 150 y 200 μM) durante 6 h se puede observar un 
gran porcentaje de células desprendidas, además, estas células desprendidas 
pierden refringencia y su apariencia lisa y circular de los somas, en las células 
que aún permanecen adheridas se puede observar un acortamiento en la 
longitud de las neuritas. 
Los resultados de las pruebas de LDH con 6-OHDA no se presentan porque al 
parecer las ERO que se producen en el medio interfieren e inhiben la reacción 
que se da entre la enzima LDH y el sustrato adicionado. Los datos que se 
obtienen por espectrofotometría a 490 nm de esta prueba son contradictorios, 
ya que las muestras tratadas con las dosis más altas de 6-OHDA presentan los 
menores valores de absorbancia, mientras que los tratamientos con dosis bajas 
presentan las lecturas más altas, por lo tanto se sugiere que la concentración 
de 6-OHDA es directamente proporcional a la cantidad de ERO, y éstas a su 
vez inhiben la reacción que se debe dar en el medio entre la LDH liberada y el 
sustrato adicionado al medio. Nuevamente, con las observaciones al 
microscopio se puede evidenciar claramente el efecto de muerte dosis-tiempo 
dependiente que induce la 6-OHDA en las células CAD, el cual no se pudo 
evidenciar con la técnica LDH ya que las ERO producto de la auto-oxidación de 
la 6-OHDA posiblemente inhiben la reacción enzimática que se debe dar entre 
la LDH liberada al medio por las células lisadas y el sustrato adicionado. 
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Figura 4.3 Interferencia de los productos de la auto-oxidación de la 6-OHDA con el MTT. 
A. A simple vista se observa la interferencia de los productos de la auto-oxidación de la 6-
OHDA a diferentes concentraciones en diferentes tiempos (15 min, 1 h, 6 h y 24 h), nótese que 
la intensidad del color púrpura incrementa con la concentración de 6-OHDA y disminuye con el 
tiempo, lo que indica que estos compuestos son poco estables. B. Control (40 μL de ácido 
ascórbico 0,15 %).C. 5 μM 6-OHDA D. 25 μM 6-OHDA, E. 50 μM 6-OHDA. F. 100 μM 6-OHDA. 
G. 200 μM 6-OHDA. Nótese que los pozos tratados con dosis altas de 6-OHDA junto con el 
MTT presentan un color cercano al púrpura el cual interfiere con la lectura del MTT, además, es 
evidente el efecto dosis dependiente de la 6-OHDA a las 6 h de tratamiento, por ejemplo, las 
células tratadas con la dosis de 200 μM (G) presentan el mayor porcentaje de mortalidad según 
la morfología celular observada al microscopio, así como la menor cantidad de cristales de 
formazán, indicadores de la actividad mitocondrial. Barra: 100 μm; fotografías tomadas en un 
microscopio de luz invertido de contraste de fases. UNAL, 2009. 
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Figura 4.4 Pérdida de la interferencia de los productos de la auto-oxidación de la 6-OHDA 
con el MTT a las 24 h de tratamiento. A. Control (40 μL de ácido ascórbico 0,15 %).  B. 5 μM 
6-OHDA. C. 25 μM 6-OHDA, D. 50 μM 6-OHDA. E. 100 μM 6-OHDA. F. 200 μM 6-OHDA. 
Nótese que las dosis altas de 6-OHDA junto con el MTT a las 24 h de tratamiento ya no 
presentan el color cercano al púrpura que se observaba a las 6 h de tratamiento con 6-OHDA, 
además, es evidente el efecto dosis dependiente de la 6-OHDA a las 24 h de tratamiento, por 
ejemplo, las células tratadas con la dosis de 200 μM (F) presentan el mayor porcentaje de 
mortalidad según la morfología celular observada al microscopio, así como la menor cantidad 
de cristales de formazán, indicadores de actividad mitocondrial. A las 24 h de tratamiento a 
partir de la dosis de 25 μM de 6-OHDA la mayoría de las células están desprendidas y no se 
observan células con procesos alargados. Barra: 100 μm; fotografías tomadas en un 
microscopio de luz invertido de contraste de fases. UNAL, 2009. 
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Figura 4.5 Efecto dosis – tiempo dependiente de la 6-OHDA en células CAD determinado por la actividad MTT. El eje Y representa el porcentaje 
de viabilidad relativo al control (barra negra) cuya absorbancia (550 nm) se normalizó al 100 %. El eje X representa los controles y los diferentes 
tratamientos con 6-OHDA (Control: Sin 6-OHDA y sin ácido ascórbico; Ác. Ásc. 0,15%: vehículo de la 6-OHDA, 40 μL de ácido ascórbico al 0,15%; 25 
μM, 50 μM, 100 μM, 150 μM y 200 μM de 6-OHDA) agrupados por el tiempo de tratamiento (24, 48 y 72 h). Nótese, que la exposición a 6-OHDA tiene 
como efecto disminución del % de viabilidad dependiente de la dosis y el tiempo. Las dosis altas de 100, 150 y 200 μM de 6-OHDA a las 48 h 
presentan incremento en la lectura respecto a la dosis de 50μM, debido a la interferencia dada por la los productos de la auto-oxidación de la 6-OHDA, 
éste fenómeno de interferencia persiste a las 72 h de tratamiento. Las células tratadas con ácido ascórbico 0,15% presentan disminución en el 
porcentaje de viabilidad respecto a las células control a las 72 horas de tratamiento. Los valores representan el promedio +/- DE (desviación estándar), 
n=3. Prueba t de dos colas con un intervalo de confianza del 95%. *P<0,05; **P<0,01;       *** P<0,001; comparaciones realizadas respecto a las 
células tratadas con el vehículo de la 6-OHDA (barra de cuadros). 
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4.3 Discusión  
Varios autores han descrito el ácido ascórbico como un agente protector de 
neuronas dopaminérgicas, tanto in vivo como in vitro (Bagga et al., 2008). 
Según nuestros resultados, la concentración de 0,15% de ácido ascórbico no 
tiene ningún efecto en el porcentaje de viabilidad por MTT a las 24 y 48 h 
respecto a las células control, incluso, a las 72 h de tratamiento se observa 
disminución de la viabilidad celular por MTT (Figura 4.5). Previamente, se ha 
descrito que el ácido ascórbico es un antioxidante, por lo tanto se ha usado 
como vehículo para los tratamientos con 6-OHDA con el propósito de hacer 
que esta molécula sea más estable frente al proceso de auto-oxidación. 
Adicionalmente, el uso del ácido ascórbico como vehículo de la 6-OHDA 
contribuyó a disminuir la interferencia con la lectura del MTT. 
De acuerdo a la cinética de la 6-OHDA, ésta es una neurotoxina de efecto 
rápido, según lo reportado por Clarkson et al., 1999 y Ossola et al.,  2008. Las 
neuronas dopaminérgicas son mucho más sensibles a su efecto. Así mismo, 
las neuronas diferenciadas son más sensibles respecto a las no diferenciadas, 
por ejemplo la dosis letal 50 reportada por Ossola et al., 2008 para células SH-
SY5Y no diferenciadas es de 100 µM por un tiempo de 24 h, mientras que las 
células CAD diferenciadas tratadas por 6 h a 100 µM presentan 
aproximadamente el 50% de muerte y la dosis letal 50 en un tiempo de 24 h es 
de 50µM (Figura 4.5), la mitad de la concentración que se reporta para células 
SH-SY5Y no diferenciadas. 
Además, en este estudio se determinó una dosis letal 50 de 6 h para los 
posteriores estudios de tipo molecular, porque estudios previos con 6-OHDA 
reportan que la exposición a tiempos largos (> 6 h) induce en las células 
dopaminérgicas un efecto de muerte no específico de la 6-OHDA, sino efecto 
de las ERO producidas en el medio de cultivo como productos de la oxidación 
de la 6-OHDA, por ejemplo: H2O2 (Ding et al., 2004, Soto-Otero et al., 2000). 
Ding y colaboradores (2004) encontraron en cultivos primarios de neuronas 
mesencefálicas de rata tratadas con 6-OHDA por 6 h una inducción de muerte 
por apoptosis, ya que se evidencia fragmentación y acortamiento de las 
neuritas, condensación de la cromatina, liberación de cit-c, fragmentación de 
DNA y activación de caspasa 3, mientras que células expuestas por 48 h a la 6-
OHDA presentan características diferentes. Las células CAD tratadas con 6-
OHDA a una dosis de 100 μM por 6 h también presentan acortamiento de las 
neuritas. 
El tipo de muerte que induce la 6-OHDA en estudios in vitro no es tan evidente 
como en el caso de la rotenona que se reporta que induce muerte por 
apoptosis. Según varios reportes la inducción de muerte por parte de la 6-
OHDA depende de la concentración, el tiempo y el tipo celular, y puede ser por 
apoptosis, necrosis o una combinación de los dos procesos (Marti et al.,  1997; 
Dodel et al., 1999; Zuch et al., 2000; He et al. 2000, Han et al., 2003; Salinas et 
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al., 2003; Lee et al., 2007; Liu et al., 2009; Woodgate et al., 1999; Ding et al., 
2004; Puttonen et al., 2008; Nobre et al., 2010). 
Puttonen y colaboradores (2008) estudiaron en varios tipos celulares de tipo 
neuronal y no neuronal, variando el tiempo y la concentración de 6-OHDA y 
encontraron que diferentes dosis y tiempos de exposición a la 6-OHDA alteran 
la proporción de células que mueren por apoptosis y/o necrosis. Ellos 
encuentran que la 6-OHDA es capaz de inducir muerte por apoptosis a bajas 
concentraciones y por tiempos de exposición cortos, mientras que 
concentraciones altas como 300 μM de 6-OHDA inducen un mayor porcentaje 
de muerte por necrosis en células SH-SY5Y. 
Además, es importante que las células expresen el TDA para que la 6-OHDA 
cause muerte en un tiempo corto de exposición (< 6 h), ya que las células que 
expresan el TDA son más sensibles al efecto de la 6-OHDA. Woodgate y 
colaboradores (1999) demostraron que el mecanismo por el cual la 6-OHDA 
induce muerte esta mediado por el TDA, ellos inhibieron el TDA de células 
PC12 con desipranime y encontraron que se disminuye el porcentaje de células 
PC12 muertas por apoptosis, pero se sigue presentando muerte de manera 
independiente al TDA y estas células presentan características de muerte por 
necrosis. 
En este estudio con células CAD no se tiene evidencia contundente del tipo de 
muerte causado por la 6-OHDA con dosis 100 μM por 6 h, pero según la 
bibliografía y las características morfológicas que presentan las células CAD 
expuestas a 6-OHDA se podría considerar que el tipo de muerte es por 
apoptosis y que estas células expresan el TDA ya que el porcentaje de muerte 
a las 6 h con 100 μM de 6-OHDA (tiempo corto, dosis baja) es relativamente 
alto y coincide con la cinética de células que expresan el TDA. 
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CAPÍTULO V. EFECTO DE LAS NEUROTOXINAS, ROTENONA, C2-
CERAMIDA Y 6-HIDROXIDOPAMINA EN LA VÍA PI3K/AKT 
5.1 Vía de supervivencia neuronal PI3K/AKT 
En neuronas la vía PI3K/AKT es mediadora de señales de supervivencia 
celular, diferenciación y proliferación neuronal mediante el bloqueo de la 
apoptosis, al promover la proliferación celular y regulando vías adicionales de 
señalización celular (Zhou et al., 1998; Huang y Reichardt, 2001). La vía 
PI3K/AKT puede ser activada por diversos factores de crecimiento y es un 
punto crucial en el cual convergen diversas señales de supervivencia celular 
(Kandel y Hay, 1999; Kaplan y Cooper, 2001). La unión de factores de 
crecimiento a los receptores tirosina quinasa causa autofosforilación de sus 
residuos tirosina, recluta proteínas adaptadoras como Shc, acoplándose 
corriente abajo y activando las vías PI3K/AKT y Raf/MEK/ERK (Figura 5.1) 
(Bibel y Barde, 2000; Chao, 2003; Huang y Reichardt, 2003; Kaplan y Miller, 
2000).  
PI3K consiste de una subunidad reguladora (85 kDa) y una catalítica (110 kDa) 
encargada de la fosforilación de lípidos de inositol para generar 3-
fosfoinositoles (PI: PI(3)P, PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3) (Hirsch et al., 2007). Estos 
se unen a un dominio homólogo de plekstrina presente en una variedad de 
moléculas de señalización, alterando su actividad y localización subcelular 
(Siskind y Colombini, 2000). La función de supervivencia de PI3K en particular 
esta mediada por la activación de AKT (Dudek et al., 1997; Franke et al., 1997; 
Kennedy et al., 1997). Recientemente, se ha demostrado que la activación de 
AKT requiere su translocación a la membrana plasmática y la fosforilación en 
los residuos serina 473 (Ser473) y treonina 308 (Tre308) (Alessi et al., 1996; 
Scheid et al., 2002; Hirsch et al., 2007). 
Los blancos corriente abajo de AKT son diversos, y se asocian a repuestas 
metabólicas y de supervivencia celular (Tanti et al., 1997; Marte y Downward, 
1997). En neuronas, se ha demostrado que AKT regula la supervivencia pero 
no el crecimiento y la diferenciación (Kaplan y Cooper, 2001). Los sustratos de 
AKT incluyen la inactivación por fosforilación de mediadores pro-apoptóticos 
(Bad, Bax, caspasa-9, factor de transcripción Forkhead, GSK-3, p53), y 
activación de proteínas anti-apoptóticas (Bcl-2, Bcl-xL, IAP y mTOR) (Datta et 
al., 1997; Dudek et  al., 1997; Brunet et al., 2001; Kennedy et al., 1999; Gao et 
al., 2003;  Zheng et al., 2002). Probablemente AKT es mediador de la 
supervivencia neuronal a diferentes niveles dependiendo del tipo celular, de la 
disponibilidad de blancos y del requerimiento de eventos transcripcionales o 
pos-transcripcionales (Rokudai et al., 2000). El desarrollo de terapias dirigidas 
contra componentes específicos de la vía PI3K/AKT y sus blancos corriente 
abajo, pueden constituir una de las principales opciones para la regulación de 
75 
 
la muerte celular y un blanco terapéutico para favorecer la supervivencia 
neuronal de las poblaciones más susceptibles. 
Por otra parte PTEN (homólogo de tensina), originalmente fue identificado 
como un gen mutado en varios tipos de tumores esporádicos, es un lípido con 
actividad fosfatasa cuya función principal es regular negativamente la vía 
PI3K/AKT, de-fosforilando a PI(3,4,5)P3 en PI(3,4)P2 (Kim et al., 2005; Cully et 
al., 2006; Hirsch et al., 2007). De tal manera que la señalización PI3K–PTEN 
funciona como un regulador crucial en las decisiones de muerte y 
supervivencia celular. En los casos en los cuales PTEN esta alterado, ya sea 
por deleción, mutación, inactivación y/o activación de efectores de la vía PI3K, 
particularmente la activación de AKT, se favorece la activación o inactivación 
de sus blancos corriente abajo (Cully et al., 2006). En células NIH3T3, se ha 
descrito que la sobreexpresión de DJ-1 y mutaciones en Ras están 
correlacionadas con el incremento de la fosforilación de AKT, mientras, la 
regulación a la baja de DJ-1 se correlaciona con la disminución de la 
fosforilación de AKT (Kim et al., 2005; Yang et al., 2005). 
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Figura 5.1 Vías de supervivencia neuronal. Vías de supervivencia neuronal mediadas por la 
activación de receptores Trk (TrkR) y por factores de crecimiento (IGF-1, neurotrofinas). Dos 
vías principales son activadas: la vía PI3K/AKT y la vía de las MAPKs. En neuronas, la vía 
PI3K/AKT activa y/o inhibe una serie de blancos que conduce al mantenimiento normal de la 
viabilidad neuronal. La activación de la hexoquinasa (HK) y el incremento de la captación y 
metabolismo de la glucosa son de particular importancia en la homeóstasis mitocondrial en 
neuronas. (Tomado y modificado de Arboleda et al., 2009). 
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5.2.1 La vía PI3K/AKT en Enfermedad de Parkinson  
Algunos estudios han evaluado el papel de la vía AKT y su relación directa con 
algunas proteínas implicadas en la EP. Se ha reportado que las α -sinucleínas 
estabilizan AKT y favorecen su acción promoviendo la supervivencia celular 
(Hashimoto et al., 2004). Además, su relación con algunas de las toxinas 
implicadas en la etiopatogénesis de EP (MPTP y 6- OHDA) parecen regular 
corriente abajo y negativamente la actividad AKT, favoreciendo así el proceso 
apoptótico de manera selectiva (Halvorsen et al., 2002; Ha et al., 2003; 
Shimoke y Shiba, 2001). 
Por otro lado proteínas implicadas en fenómenos de neuroprotección y 
neurodegeneración como son la HSP o chaperonas moleculares (Auluck et al., 
2002; Warrick et al., 1999, Klucken et al., 2004), se han visto involucradas en la 
regulación y estabilización de AKT evitando su defosforilación y por ende evitan 
la apoptosis y promueven la supervivencia celular (Sato et al., 2000; Nakagomi 
et al., 2003). Además, algunos antagonistas de los receptores dopaminérgicos 
que han mostrado evidencia en modelos experimentales de neuroprotección, 
también ejercen su efecto a través de la vía PI3K/AKT (Nair y Sealfon, 2003; 
Kihara et al., 2002; Brami-Cherrier et al., 2002). La relación de genes 
recientemente asociados a la EP como PINK-1 y DJ-1 con la vía de 
señalización PI3K/AKT se han empezado a explorar recientemente. En el caso 
de DJ-1 se ha descrito como un regulador negativo de PTEN. La regulación a 
la baja de DJ-1 resulta en la disminución de la fosforilación de AKT, mientras su 
sobreexpresión resulta en hiperfosforilación de AKT (Kim et al., 2005). 
5.2 Resultados 
Los resultados que se presentan a continuación fueron obtenidos por análisis 
de WB de las proteínas AKT total y AKT fosforilada en el residuo Serina 473, 
esto con el propósito de entender el efecto de las neurotoxinas, rotenona, 6-
OHDA y C2 ceramida sobre la vía de supervivencia neuronal PI3K/AKT en un 
modelo de neuronas catecolaminérgicas, las células CAD. Para llevar a cabo 
estos experimentos se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos descritos en 
los anteriores capítulos (Tabla 5.1). 
 
DOSIS LETAL 50 EN CÉLULAS CAD 
NEUROTOXINA DOSIS 6 h DOSIS 24 h 
C2-Ceramida 25 μM 10 μM 
6-OHDA 100 μM 50 μM 
Rotenona 5 μM 500 nM 
Tabla 5.1 Dosis letal 50 de las neurotoxinas (C2-ceramida, 6-OHDA y rotenona) en células 
CAD. 
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5.2.1 Efecto de diferentes dosis de rotenona sobre la activación de AKT 
(Ser 473) por fosforilación en tiempos cortos de exposición 
Según el análisis por WB de la activación de la proteína AKT por fosforilación 
en el residuo Ser 473 (Figura 5.2), se puede observar que las células CAD 
diferenciadas tratadas con rotenona a diferentes dosis (50 nM hasta 25 μM) 
durante 6 h no presentan diferencias significativas en los niveles de p-AKT 
respecto a las células control. Este resultado indica que la pérdida de función 
mitocondrial de aproximadamente el 40% que se evidencia a las 6 h de 
tratamiento con las dosis de 25 μM y 5 μM de rotenona (Figura 3.3), al parecer 
es un evento independiente de la inhibición de la vía de supervivencia neuronal 
PI3K/AKT. 
5.2.2 Efecto de la rotenona en la activación de AKT (Ser 473) por 
fosforilación a las 24 h 
Cuando las células se exponen a dosis bajas de rotenona, por ejemplo 500 nM 
durante 24 h, se presenta una disminución leve en el nivel de p-AKT (Ser 473), 
pero sí las células previamente al insulto con rotenona se han tratado con IGF-
1 (100 ng/mL), el nivel de fosforilación se mantiene, inclusive es más alto 
respecto a la fosforilación de las células control. Estos resultados indican que 
células CAD diferenciadas tratadas con rotenona (500 nM, 24 h) evidencian 
inhibición tardía de la vía de supervivencia neuronal PI3K/AKT (Figura 5.3), 
esto se podría explicar como un evento secundario a la disfunción mitocondrial 
temprana que causa la rotenona. La pérdida en la activación de AKT no es un 
evento que pueda explicar totalmente el efecto de la rotenona en dosis bajas y 
crónicas, ya que es un evento tardío al cual pueden subyacer otros aspectos 
como la generación de ERO e inhibición de otras vías paralelas. 
En la figura 5.4 el análisis por densitometría, resultado de tres experimentos 
independientes, muestra que las células tratadas con rotenona 500 nM por 24 h 
presentan disminución significativa de p-AKT (Ser 473), aproximadamente del 
30 % respecto a la fosforilación basal de las células control, mientras que las 
células tratadas con 5 μM por 6 h no difieren en su fosforilación respecto  a las 
células control. Además, cuando las células son previamente tratadas por 30 
min con IGF-1 (100 ng/mL) y luego expuestas al tratamiento con rotenona (500 
nM, 24 h) se mantiene la fosforilación, inclusive el nivel de p-AKT (Ser 473) es 
mayor al basal. 
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Figura 5.2 Efecto de la rotenona sobre la vía PI3K/AKT en tiempos cortos de exposición. 
A. Análisis por WB de la vía PI3K/AKT en células tratadas con diferentes dosis de rotenona por 
6 h. Este WB es representativo de por lo menos tres experimentos independientes. B. Análisis 
por densitometría de la relación p-AKT (Ser 473)/t-AKT en células CAD tratadas con diferentes 
dosis de rotenona por 6 h, los datos se encuentran normalizados respecto al control 
(fosforilación basal de las células CAD diferenciadas, barra negra, carril 1). El tratamiento de 
IGF-1 (100 ng/mL, 6 h) causa activación de p-AKT (Ser 473) (carril 2); las células tratadas con 
rotenona 5 μM, 6 h no presentan disminución en el nivel de p-AKT (Ser 473) (carril 3) en 
relacón al control (carril 1), incluso según la densitometría existe un leve aumento no 
significativo; el tratamiento sinérgico de IGF-1 (100 ng/mL) y rotenona 5 μM, 6 h (carril 4), 
presenta un efecto similar a las células tratadas sólo con IGF-1 (carril 2); y células CAD 
diferenciadas tratadas con diferentes dosis de rotenona por 6 h (25 μM, 5 μM, 1 μM, 500 nM, 
250 nM y 50 nM, carriles 5-10) no presentan diferencias en p-AKT (Ser 473), incluso en 
relación al control (carril1) se presenta un leve aumento de p-AKT (Ser 473). (La descripción de 
los tratamientos se encuentra en el Anexo 6, Figura A. 6.1 y Tabla A. 6.3). 
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Figura 5.3 Efecto de la rotenona y C2-ceramida sobre la vía PI3K/AKT. A. Análisis por WB 
de la vía PI3K/AKT en células CAD diferenciadas tratadas con diferentes dosis de rotenona por 
6 h y 24 h. En los dos últimos carriles se observa el efecto de la C2-ceramida 25 μM, 6 h. Este 
WB es representativo de por lo menos tres experimentos independientes. B. Análisis por 
densitometría de la relación p-AKT (Ser 473)/t-AKT en células CAD tratadas con rotenona y 
C2-ceramida, los datos se encuentran normalizados respecto al control (barra negra, carril 1) 
(fosforilación basal de las células CAD diferenciadas). Se observa que el tratamiento de IGF-1 
(100 ng/mL, 6 h) causa activación de AKT por fosforilación en el residuo Ser 473 (carril 2); el 
tratamiento con rotenona 5 μM, 6 h no disminuye la fosforilación de AKT, incluso según el 
análisis por densitometría se observa un aumento muy leve (carril 3) en relación al control 
(carril 1), el tratamiento sinérgico de IGF-1 y rotenona 5 μM, 6 h (carril 4) presenta un efecto 
similar al observado en las células tratadas sólo con IGF-1, 6 h (carril 2). IGF-1 (100 ng/mL, 24 
h) causa aumento de p-AKT (carril 6) en relación al control (carril 5); rotenona 500 nM, 24 h 
causa una leve de-fosforilación de AKT (Ser 473) (carril 7) en relación a los dos controles 
montados (barras negras, carriles 1 y 5), diferencia que no es muy evidente a simple vista; el 
tratamiento sinérgico de IGF-1 (100 ng/mL, 24 h) y rotenona (500 nM, 24 h) (carril 8) presenta 
pérdida de p-AKT (Ser 473) en relación a las células tratadas sólo con IGF-1, 24 h (carril 6), sin 
embargo el nivel de p-AKT (Ser 473) permanece mayor en relación al control (carril 5). Las 
células tratadas con C2-ceramida 25 μM, 6 h presentan una rápida y drástica pérdida de p-AKT 
(Ser 473) (carril 9); de-fosforilación que es disminuida cuando las células antes del insulto con 
la C2-ceramida (25 μM, 6h) son tratadas con IGF-1 (100 ng/L) (carril 10). (La descripción de los 
tratamientos se encuentra en el Anexo 6, Figura A. 6.1 y Tabla A. 6.3). 
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Figura 5.4 Efecto de la rotenona sobre la vía PI3K/AKT. Análisis por densitometría de 
rotenona sobre la relación p-AKT (Ser 473)/t-AKT. Resultados de tres experimentos 
independientes, los datos están normalizados respecto a la fosforilación basal del control (barra 
negra). El IGF-1 (100 ng/mL, 6 y 24 h) activa la vía PI3K/AKT por fosforilación de AKT en el 
residuo Ser 473 (columna 2 y 5); el tratamiento con rotenona 5 μM por 6 h (columna 4) no 
presenta diferencias significativas del nivel de p-AKT (Ser 473) respecto al control (columna 1). 
Mientras, el tratamiento con rotenona 500 nM por 24 h disminuye la fosforilación de AKT, en 
aproximadamente 30 % respecto al control (columna 1 y 7) y el pre-tratamiento con IGF-1 
disminuye la pérdida de p-AKT (Ser 473), esta disminución es de aproximadamente 15 % en 
relación a la fosforilación de las células tratadas sólo con IGF-1 (100 ng/mL 24 h) (columnas 5 y 
6), además, este nivel de p-AKT (Ser 473) es superior al basal en aproximadamente un 20 % 
(columna 1 y 6). Existen diferencias significativas entre las células tratadas con IGF-1 24 h e 
IGF-1 + Rot. 500 nM 24 h que indican que la rotenona induce de-fosforilación de p-AKT 
inclusive cuando la vía esta sobre activada. Prueba t de dos colas con intervalo de confianza 
del 95%. *P<0.05, **P<0.01, comparaciones realizadas respecto a las células control, células 
no tratadas con rotenona (barra negra). Los resultados mostrados son representativos de por lo 
menos 3 experimentos independientes. (La descripción de los tratamientos se encuentra en el 
Anexo 6, Figura A. 6.1 y Tabla A. 6.3). 
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5.4.3 Efecto de la C2-ceramida en la activación de AKT (Ser 473) por 
fosforilación 
En estudios previos del grupo de Neurociencias de la Universidad Nacional de 
Colombia, se determinó la dosis letal 50 de C2-ceramida para las células CAD, 
25 μM por 6 h y 10 μM por 24 h (Rodríguez, 2006; Arboleda et al., 2005). 
Según el análisis por WB (Figura 5.3, carriles 9 y 10), la C2-ceramida causa 
pérdida de la fosforilación de AKT en el residuo Ser 473 de forma rápida y casi 
total respecto al control. Además, el pre-tratamiento con IGF-1 (100 ng/mL) es 
capaz de mantener la fosforilación de AKT de forma similar a las células 
control. De acuerdo a las observaciones microscópicas, las células tratadas 
con IGF-1 y C2-ceramida presentan un menor número de células desprendidas 
(Figura 5.5) respecto a las células tratadas con sólo C2-ceramida. Estos 
resultados indican que la muerte causada por C2-ceramida es en parte 
dependiente de la inhibición de la vía de supervivencia neuronal PI3K/AKT. 
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Figura 5.5 Efecto de la C2-ceramida e IGF-1 en las células CAD. A. Control. B. IGF-1 (100 
ng/mL). C. C2-ceramida 25 μM por 6 h de tratamiento. D. Pre-tratamiento con IGF-1 (100 
ng/mL) y C2-ceramida 25 μM 6 h. Nótese un menor número de células desprendidas en el 
panel D, posible efecto del pre-tratamiento con IGF-1. Barra: 100 μm; fotografías tomadas en 
un microscopio de luz invertido de contraste de fases. UNAL, 2009. 
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5.4.4 Efecto de la 6-OHDA sobre la activación de AKT (Ser 473) por 
fosforilación 
Según nuestros resultados por análisis de WB tanto la 6-OHDA (Figura 5.6 y 
5.7) y la C2-ceramida (Figura 5.4) causan pérdida de fosforilación de AKT en el 
residuo Ser 473 de forma rápida y drástica. Se evaluaron los niveles del % p-
AKT (Ser 473)/t-AKT para dos dosis de 6-OHDA por 6 h; la dosis 100 μM, la 
cual causa una pérdida total de p-AKT (Ser 473), y disminuye la pérdida de la 
fosforilación de AKT con el pre-tratamiento IGF-1 (100 ng/mL), menos del 10% 
(Figura 5.5, carril 3). Mientras que la dosis de 50 μM en relación al control no 
presenta diferencias significativas del % p-AKT/t-AKT, y el tratamiento con IGF-
1 previo al tratamiento con 6-OHDA 50 μM aumenta la fosforilación de AKT a 
un nivel similar al de las células tratadas sólo con IGF-1 6 h (Figura 5.5, carril 
4). 
Las células etiquetadas como Veh. corresponden a células tratadas con 200 μl 
de ácido ascórbico 0,15 %, vehículo de la 6-OHDA (Figura 5,6, carril 1), esto se 
hizo con el propósito de descartar algún efecto de este compuesto en la vía 
PI3K/AKT en células CAD; ya que el ácido ascórbico se ha descrito como un 
agente antioxidante y en los últimos años se ha postulado como agente 
protector de neuronas dopaminérgicas (Bagga et al., 2008), según nuestros 
resultados no se encuentran diferencias entre el % p-AKT/t-AKT de células Veh 
con relación a las células control (Figura 5.6, carril 1 y 8; barra negra y barra 
gris). Inclusive, el tratamiento sinérgico de IGF-1 y ácido ascórbico 0,15% 
presenta un nivel de p-AKT (Ser 473) similar al tratamiento IGF-1 6 h. 
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Figura 5.6 Efecto de la 6-OHDA sobre la vía PI3K/AKT. A. Análisis por WB de la vía 
PI3K/AKT en células tratadas con 6-OHDA por 6 h con dosis de 100 μM y 50 μM. Este WB es 
representativo de por lo menos tres experimentos independientes. B. Análisis por densitometría 
de la relación p-AKT (Ser 473)/t-AKT, los resultados están normalizados respecto al. Veh. 
(barra negra). Veh. corresponde al vehículo en el cual fue disuelta la 6-OHDA (200 μL de ácido 
ascórbico al 0,15 %). El tratamiento con IGF-1 (100 ng/mL) aumenta el nivel de p-AKT (Ser 
473) (carril 2), las células tratadas con el vehículo (carril 1) presentan una leve disminución de 
p-AKT (Ser 473) respecto a las células control (barra gris, carril 8). El tratamiento con 6-OHDA 
100 μM por 6 horas induce una rápida y drástica p érdida de p-AKT (ser 473) (carril 5) y el pre-
tratamiento con IGF-1 (100 ng/mL) a este insulto permite que se mantenga sólo un 10 % del 
nivel de p-AKT (Ser 473) (carril 3). Mientras que las células tratadas con 6-OHDA 50 μM por 6 
h (carril 6) disminuyen su nivel de p-AKT (Ser 473) sólo en un 10 % en relación a las células 
tratadas con el vehículo (carril 1) y el tratamiento sinérgico con IGF-1 (100 ng/mL) mantiene un 
alto nivel de p-AKT (Ser 473) (carril 4).Los últimos 3 carriles corresponden a controles del 
experimento. (La descripción de los tratamientos se encuentra en el Anexo 6, Figura A. 6.1 y 
Tabla A. 6.3). 
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Figura 5.7 Efecto de la 6-OHDA e IGF-1 en las células CAD. A. Células CAD diferenciadas + 
ácido ascórbico 0,15% (vehículo de la 6-OHDA). B. IGF-1 100 ng/mL + ácido ascórbico 0.15%. 
C. 6-OHDA 50 µM. D. 6-OHDA 100 µM. E. IGF-1 100 ng/mL + 6-OHDA 50 µM. F. IGF-1 100 
ng/mL + 6-OHDA 100 µM. Barra: 100 μm; fotografías tomadas en un microscopio de luz 
invertido de contraste de fases. UNAL, 2009. 
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5.3 Discusión  
El efecto de las neurotoxinas rotenona y 6-OHDA se ha estudiado por varios años 
para inducir modelos de EP y algunos de sus efectos se han identificado, tales 
como inhibición del complejo I mitocondrial, producción de ERO y muerte selectiva 
de neuronas dopaminérgicas (Blum et al., 2001; Salinas et al., 2003; Bové et al., 
2005; Radad et al., 2008); lo que aún no es claro y poco entendido son los 
mecanismos moleculares que subyacen a estos efectos neurotóxicos. Es por esta 
razón que en este estudio se determinó el efecto de la rotenona y la 6-OHDA en la 
vía de supervivencia neuronal PI3K/AKT. 
La rotenona induce en las células CAD un efecto de muerte dosis-tiempo 
dependiente (Figura 3.3 y 3.4). Según los resultados de viabilidad las células CAD 
tratadas con rotenona por 6 h a dosis altas, que corresponden a 5 y 25 μM, 
presentan marcada disminución en la actividad mitocondrial y viabilidad celular, 
determinado por MTT y LDH (Figura 3.3 y 3.4). Los resultados por análisis de WB 
de la vía PI3K/AKT indican que células CAD tratadas por 6 h a diferentes dosis, 
bajas y altas, no exhiben cambios en el nivel p-AKT (Ser 473) en relación al nivel 
basal de fosforilación de las células control (0 μM de rotenon a), únicamente se 
observa una leve disminución del nivel de p-AKT (Ser 473) cuando las células se 
exponen a 24 h de rotenona incluso a dosis bajas (500 nM) (Figura 5.2, 5.3 y 5.4). 
Los resultados anteriormente descritos sugieren que la muerte inducida por 
rotenona no es un fenómeno que pueda ser totalmente explicado por la inhibición 
de la vía PI3K/AKT, ya que este efecto es tardío y leve y exclusivamente se 
evidencia en células tratadas con rotenona por 24 h. Por tal razón, bajo estas 
condiciones de tratamiento, el efecto tardío de la inhibición de la vía PI3K/AKT 
puede ser un evento secundario de la activación y/o inhibición de otras vías de 
señalización celular por parte de la rotenona, por ejemplo, se podría considerar 
que la rotenona activa la vía de muerte celular de las MAPKs a las 6 h de 
tratamiento y como consecuencia de esto se observaría la inhibición de la vía 
PI3K/AKT a las 24 h. Por esta razón se recomienda hacer un análisis de otras vías 
de supervivencia neuronal que pudieran estar involucradas en la muerte temprana 
por efecto de dosis altas de rotenona. 
El mecanismo molecular por el cual la rotenona es causante de muerte selectiva 
de neuronas dopaminérgicas es poco conocido y entendido, algunos estudios 
realizados apuntan a la activación de JNK, p38 y c-jun por fosforilación e inhibición 
de la fosforilación de ERK1/2 (Chun et al., 2001; Chen at al., 2008; Kim et al., 
2009). Aunque en el estudio realizado por Chen y colaboradores (2008) en células 
SH-SY5Y diferenciadas se evidencia la disminución de p-AKT (Ser 473) en células 
tratadas con rotenona 10 μM después de las 12 h de tratamiento, por lo tanto ellos 
proponen como mecanismo protector frente al efecto de la rotenona aumentar los 
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niveles de p-AKT. Posteriormente, Avila-Gómez y colaboradores (2010) en un 
estudio en linfocitos proponen al IGF-1 como un agente protector frente a la acción 
de la rotenona al potenciar la vía PI3K/AKT. Los resultados obtenidos en este 
estudio acerca del efecto de la rotenona en la vía PI3K/AKT son relevantes porque 
constituyen la base molecular para la búsqueda de terapias dirigidas hacia la 
neuroprotección de poblaciones neuronales específicas. 
En relación a la 6-OHDA, en este estudio se evidencia que esta neurotoxina 
induce en las células CAD muerte con un efecto dosis-tiempo dependiente (Figura 
4.5). El análisis por WB de las células tratadas con 6-OHDA 100 μM por 6 h 
muestra de modo evidente la inhibición de la vía PI3K/AKT, se puede observar 
que la 6-OHDA 100 μM causa de-fosforilación casi total de p-AKT (Ser 473) a las 6 
h de tratamiento, lo cual indica que la muerte inducida por 6-OHDA es un evento 
dependiente de la vía PI3K/AKT. 
La inhibición de la vía PI3K/AKT podría contribuir a la explicación del mecanismo 
molecular por el cual la 6-OHDA induce muerte celular rápida y selectivamente en 
neuronas dopaminérgicas. Existen pocos estudios in vitro que relacionan el efecto 
de la 6-OHDA con la vía PI3K/AKT, un ejemplo, es el estudio realizado por Chen y 
colaboradores (2004) en células SH-SY5Y, en el cual encontraron que la 6-OHDA 
causa de-fosforilación de AKT y como consecuencia activación de proteínas pro-
apoptóticas sugiriendo a GSK3β como mediador de este proceso. Posteriormente, 
Jiang y Yu (2005) determinaron que la inhibición de la vía PI3K/AKT es capaz de 
bloquear la resistencia a la 6-OHDA en células SH-SY5Y que interactúan con 
astrocitos. Además, Jiang y Yu (2005) descartan que la vía de las MAPKs medie el 
proceso de resistencia frente a la 6-OHDA en células SH-SY5Y que interactúan 
con astrocitos porque la inhibición de ERK1/2 no afecta la supervivencia celular. 
Posteriormente, Chung y colaboradores (2007) comprobaron in vitro e in vivo que 
elevar los niveles basales de p-AKT disminuye la muerte selectiva de neuronas 
dopaminérgicas inducida por 6-OHDA. Estos hallazgos son de gran importancia ya 
que se puede sugerir como una posible estrategia terapéutica en EP la 
potenciación de la vía de supervivencia neuronal PI3K/AKT con el propósito de 
inhibir la muerte selectiva de neuronas dopaminérgicas. De acuerdo a nuestros 
resultados el IGF-1 un activador de la vía PI3K/AKT aumenta los niveles de p-AKT 
(Ser 473) y atenúa la disminución de la fosforilación de AKT en el residuo Ser 473 
causada por el tratamiento con 6-OHDA (Figura 5.6). Estos resultados sugieren 
que el IGF-1 podría ser usado como blanco terapéutico, aunque falta por entender 
varios aspectos moleculares que subyacen a este fenómeno en el contexto 
completo de EP. 
Salinas y colaboradores (2003) determinaron que el factor de crecimiento nervioso 
(FCN) potencia la vía PI3K/AKT y normaliza los niveles intracelulares de ERO por 
regulación a la alta de la expresión de una enzima antioxidante denominada homo 
oxigenasa-1 (HO-1). Posteriormente, se han seguido publicado estudios que 
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sugieren que la potenciación de la vía PI3K/AKT protege de la muerte neuronal en 
modelos de EP, específicamente contra 6-OHDA; existen varias estrategias, por 
ejemplo, Hwang y colaboradores (2008), proponen que la proteína metalotionein III 
(MT-III) regula las ERO manteniendo elevado el nivel de la enzima HO-1 en un 
camino dependiente de la vía PI3K/AKT; Quesada y colaboradores (2008), 
sugieren la activación de la vía mediada por estrógenos e IGF-1, Li y colabodores 
(2008), indican que NT-3 activa la vía PI3K/AKT y esto reduce la apoptosis 
inducida por 6-OHDA en células PC12. También, Malagelada y colaboradores 
(2010) proponen como blanco terapéutico mTOR un componente corriente abajo 
de AKT. 
En relación a la ceramida es una toxina de gran interés para el grupo de 
Neurociencias de la Universidad Nacional, porque a diferencia de la 6-OHDA y la 
rotenona ésta es una neurotoxina endógena, la ceramida está presente en todas 
las células, pero se presenta en mayor proporción en las membranas de las 
células neuronales, por esta razón se simula el efecto de la acción neurotóxica de 
la ceramida, adicionando C2-ceramida exógenamente a las células. En la 
actualidad existen varias hipótesis acerca de los mecanismos por los cuales la 
ceramida causa muerte neuronal. Arboleda y colaboradores (2005, 2007) y 
Rodríguez (2006) evidenciaron que la C2-ceramida causa muerte celular por 
apoptosis en las células CAD por inhibición de la vía PI3K/AKT. Los ensayos 
realizados en este trabajo, igualmente, demuestran que la C2-ceramida a una 
dosis de 25 μM por 6 h causa muerte neuronal dependiente de la inhibición de la 
vía PI3K/AKT de forma rápida y drástica (Figura 5.3). 
La C2-ceramida en el contexto de la EP es importante porque la etiología de la 
muerte neuronal en la mayoría de desordenes neurodegenerativos es 
desconocido, pero la recopilación de evidencia sugiere que en EA y EP la muerte 
neuronal se da por un proceso apoptótico (Honig y Rosenberg, 2000; Mattson, 
2000; Yuan y Yankner, 2000), y la ceramida es un segundo mensajero lipídico 
involucrado en diversas respuestas celulares frente a estímulos extracelulares, 
incluyendo apoptosis (Arboleda et al., 2009). Además, la ceramida se ha 
propuesto como un camino putativo de muerte neuronal en EP (France-Lanot et 
al., 1997) y recientemente, Bras y colaboradores (2008) consideran que el 
metabolismo de la ceramida está involucrado con enfermedades que convergen 
en CL, así como la EP. 
Lo interesante de estos resultados es la convergencia de la 6-OHDA y la C2-
ceramida en la inducción de muerte en las células CAD dependiente de la 
inhibición de la vía PI3K/AKT, además la 6-OHDA, al igual que la C2-ceramida, se 
ha propuesto como una toxina endógena de neuronas dopaminérgicas (Napolitano 
et al., 2009). Así mismo, estas dos neurotoxinas actúan inhibiendo la función 
mitocondrial, la 6-OHDA inhibe los complejos I y IV mitocondriales y 
adicionalmente, como producto de su auto-oxidación incrementa las ERO al 
interior de la célula (Glinka y Youdim, 1995; Glinka et al., 1996; Glinka et al., 1997; 
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Ginkla et al., 1998; Blum et al., 2001; Kääriäinen et al., 2008). En el caso de la 
ceramida, también se ha demostrado que induce muerte celular por alteración de 
la función mitocondrial, incluyendo generación de ERO, alteración en la 
homeóstasis del calcio, colapso del potencial de membrana mitocondrial y 
liberación de cit-c (Kolesnick y Kronke, 1998; Mathias et al.,1998). La vía en la que 
la ceramida llega a alterar la mitocondria es poco entendida pero se ha sugerido 
que es por regulación de proteínas pro-apoptóticas de la familia Bcl-2 (Kim et al., 
2001), activación de JNK (Verheij et al., 1996), formación directa de poros sobre la 
membrana mitocondrial (Siskind et al., 2006; Siskind y Colombini, 2000), e 
inhibición de los complejos I y III de la cadena respiratoria (Di et al., 2000; Gudz et 
al., 1997). Y en relación a la inhibición de la vía PI3K/AKT la ceramida es capaz de 
regular directamente e indirectamente la actividad de varios mediadores de la 
señalización celular como cinasas activadas por ceramida (CAPK), fosfatasas 
activadas por ceramida (CAPP), MAPKs, PKCζ, fosfolipasas (cPLA, PLD, PLA2), 
SAPK/JNK, ciclo-oxigenasa, c-Myc, la proteína Rb, factores de transcripción como  
NF-κB y caspasas (Arboleda et al., 2009). 
Hasta el momento no es claro el mecanismo molecular y las vías de señalización 
que intervienen en el proceso de muerte selectiva de neuronas dopaminérgicas en 
EP y los modelos neurotóxicos son contradictorios en relación a este aspecto, en 
el caso de la 6-OHDA se postula la vía PI3K/AKT y para rotenona se propone la 
vía de las MAPKs. Además, en la actualidad no es claro el efecto de estas vías en 
la función mitocondrial y la hipótesis en EP está dirigida a que la muerte neuronal 
es un evento secundario a la disfunción mitocondrial. Debido a la complejidad del 
mecanismo molecular de muerte de las neuronas dopaminérgicas la investigación 
en este campo ha propuesto una nueva perspectiva mucho más específica y está 
relacionada con los procesos de fusión – fisión y autofagia mitocondrial, los cuales 
regulan la función y dinámica mitocondrial y en la actualidad son poco explorados 
en EP. 
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RELACIÓN DE DJ-1 CON LA VÍA PI3K/AKT EN UN CONTEXTO 
NEUROTÓXICO 
90 
 
CAPÍTULO VI. RELACIÓN DE DJ-1 CON LA VÍA PI3K/AKT EN UN 
CONTEXTO NEUROTÓXICO 
6.1 DJ-1 (PARK 7) 
DJ-1 pertenece a la superfamilia de proteínas ThiJ/PfpI y es una proteína 
altamente conservada desde humanos hasta bacterias (Tao y Tong, 2003; 
Bonifati et al., 2003). Este gen está localizado en el cromosoma 1p36 (en el 
locus PARK7) y codifica para una proteína de 189 aminoácidos de 
aproximadamente 21 kD. DJ-1 ha sido clonado independientemente por cuatro 
grupos. Inicialmente, fue caracterizado como un nuevo oncogén capaz de 
transformar células NIH3T3 en cooperación con H-Ras activado, expresado 
ubicuamente en varios tejidos, incluyendo el cerebro (Nagakubo et al., 1997). 
Posteriormente, dos grupos clonaron homólogos de DJ-1 en ratas, SP22 ó 
CAP-1, y fue descrita como una proteína involucrada en procesos de 
fertilización (Klinefelter et al., 1997; Wagenfeld et al., 1998). Finalmente, DJ-1 
se evidenció como una subunidad reguladora del complejo de proteínas que se 
unen al mARN para su estabilidad “RNA-binding protein complex” (Hod et al., 
1999). 
En el cerebro humano, la proteína DJ-1 está localizada en neuronas (Rizzu et 
al., 2004), así como en células no neuronales (Bandopadhyay et al., 2004; 
2005), y presenta una amplia expresión en diversas poblaciones neuronales del 
SNC, por ejemplo, neuronas del putamen, caudado, sustancia nigra, 
hipocampo, amígdala basolateral, núcleo reticular del tálamo, zona incerta, 
Locus coeruleus y corteza motora (Kotaria et al., 2005). Se ha demostrado en 
varias líneas celulares, que su localización subcelular es tanto citoplasmática 
como nuclear (Nagakubo et al., 1997) y colocaliza con α-sinucleína en los 
cuerpos de Lewy (Jin et al., 2005; Meulener et al., 2005). No obstante, Zhang y 
colaboradores (2005) evidenciaron en tejido de cerebro de ratón y en células 
SH-SY5Y, que la proteína DJ-1 endógena se encuentra localizada a nivel 
subcelular en citoplasma, espacio intermembranal de la mitocondria y 
membrana interna mitocondrial, sugiriendo a DJ-1 endógena como una 
proteína integral de membrana mitocondrial importante en la regulación de su 
función. 
6.1.1 Genética de DJ-1 y Enfermedad de Parkinson 
La EP es principalmente un desorden esporádico y la contribución del factor 
genético en su patogénesis inicialmente fue muy controversial; pero en la 
actualidad con los estudios de ligamiento y asociación genética en humanos se 
ha establecido firmemente esta relación. Recientemente, se han descrito 
aproximadamente once mutaciones en DJ-1 asociadas con la EP autosómica 
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recesiva de inicio temprano, las mutaciones en este gen son raras y sólo 
representan el 1% de la población con EP familiar ( Bonifati et al., 2003, 2004; 
Hague et al. 2003; Hedrich et al., 2004; Abou-Sleiman et al., 2004; Pankratz et 
al., 2006; Heutink, 2006; Klein y Lohmann-Hedrich, 2007). Se han referido 
mutaciones tanto homocigotas (L166P, M26I, E64D, 14-kb del), como 
heterocigotas (D149A, A104T, R98Q, IVS6-1 G→C, c.56delC c.57G→A, Ex5-
7del, IVS5+2-12del), ver tabla 6.1; sin embargo, poco se conoce acerca del 
papel de las mutaciones en DJ-1 y como éstas pueden conducir a la muerte 
selectiva de neuronas dopaminérgicas y posteriormente a la EP. Se ha 
sugerido que las mutaciones tienen diferentes efectos bioquímicos sobre la 
proteína DJ-1, que podrían causar inestabilidad de ésta y posterior degradación 
por el SUP y como consecuencia final disminución de la actividad anti-oxidativa 
de DJ-1 frente al estrés oxidativo (Wilson et al., 2003; Macedo et al., 2003; 
Miller et al, 2003; Moore et al., 2003; Hague et al., 2003; Abu-Sleiman et al., 
2004; Baulac et al., 2004; Hedrich et al., 2004; Clark et al., 2004; Hering et al., 
2004; Görner et al.,   2004; Taira et al., 2004; Olzmann et al., 2004; Takahashi-
Niki et al., 2004; Pankratz et al., 2006; Hulleman et al., 2007). 
Aunque DJ-1 es una proteína expresada ampliamente en la mayoría de los 
tejidos, aún no es claro como la pérdida de su función, atribuida a mutaciones, 
afecta de manera específica el sistema dopaminérgico, tal como se demuestra 
en pacientes con EP. Los ratones knockout de DJ-1 tienen número normal de 
neuronas dopaminérgicas; pero presentan disfunción en la vía nigro-estriatal 
dopaminérgica, déficit motor e hipersensibilidad al MPTP y al estrés oxidativo, 
lo que sugiere que la pérdida de función de DJ-1 por mutaciones está ligada a 
la patogénesis de EP (Goldberg et al., 2005; Kim et al., 2005; Chen et al., 
2005). 
92 
 
Mutación Herencia Efecto Población Referencia 
L166P Homocigota Estabilidad de la proteína Italiana Bonifati et al., 2003 
14-kb del Homocigota Pérdida del producto  Alemana Bonifati et al., 2003 
M26I Homocigota Desconocida Judíos askenazí 
Abou-Sleiman et al.,   
2003 
D149A Heterocigota Desconocida Afro-Caribe 
Abou-Sleiman et al.,   
2003 
IVS6-1 G→C  Componente heterocigoto Transcrito aberrante Hispana Hague et al.,   2003 
c.56delC 
c.57G→A Componente heterocigoto Proteína truncada Hispana Hague et al., 2003 
A104T Heterocigota Desconocida Latina Hague et al., 2003 
Ex5-7del  Heterocigota Transcrito aberrante Italiana Hedrich et al., 2003 
IVS5+2-12del  Heterocigota Transcrito aberrante Rusa Hedrich et al., 2003 
R98Q Heterocigota Desconocida   Hedrich et al., 2004 
D64E Homocigota Estabilidad de la proteína Ascendencia turca Hering et al., 2004 
       Tabla 6.1 Mutaciones en DJ-1 asociadas a EP. 
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6.1.2 Funciones de DJ-1 
DJ-1 es una proteína ubicuamente expresada, a la cual se le han definido varias 
funciones: control del ciclo celular y oncogénesis (Nagakubo et al., 1997), 
regulación de la estabilidad del mARN (Hod et al., 1999), regulación positiva del 
receptor andrógeno (Takahashi et al., 2001; Niki et al., 2003; Taira et al., 2004), 
fertilización (Wagenfeld et al., 2000; Okada et al., 2002; Yoshida et al., 2003; 
Honbou et al., 2003), actividad proteasa (Huai et al., 2003; Olzmann et al., 2004), 
actividad chaperona (Lee et al., 2003; Shendelman et al., 2004), respuesta al 
estrés celular, siendo esta última la función más consistente en los modelos 
neuronales evaluados (Mitsumoto et al., 2001; Honbou et al., 2003; Bonifati et al., 
2004; Kinumi et al., 2004). Posteriormente, Xu y colaboradores (2005) 
demostraron que DJ-1 se une con mayor afinidad a proteínas nucleares (p54nrb y 
PSF) en neuronas dopaminérgicas actuando como co-activador transcripcional y 
protegiendo contra la apoptosis neuronal. Zhong y colaboradores (2005) proponen 
que DJ-1 actúa como regulador transcripcional de la TH inhibiendo la sumoilación 
de PSF. Además, se ha evidenciado como posible mecanismo alternativo de la 
inhibición de muerte uno mediado por la interacción de DJ-1 con Daxx/ASK1 (Junn 
et al., 2005). Adicionalmente, se ha encontrado que la proteína DJ-1 colocaliza 
con α-sinucleína en CL como mecanismo protector solubilizando los agregados de 
α-sinucleína (Chen et al., 2007; Batelli et al., 2008). 
6.1.3 DJ-1 y mitocondria 
Las mitocondrias de pacientes y los modelos animales de EP exhiben disminución 
en la actividad mitocondrial (Sherer et al., 2002; Giasson et al., 2004), que 
conduce a la producción de ERO en las neuronas afectadas, daño al DNA, lípidos 
y proteínas y finalmente muerte celular (Sherer et al., 2002; Jenner, 1998; Orth y 
Schapira, 2002; Bonifati et al., 2003; Jenner y Olanow, 2006). Las neuronas 
dopaminérgicas son selectivamente más vulnerables al estrés oxidativo porque 
éstas presentan altos niveles basales de ERO por su metabolismo y auto-
oxidación de la DA (Sherer et al., 2002). Existen estudios de células in vitro en los 
que se evidencia que DJ-1 ejerce su función neuroprotectora vía función 
antioxidativa (Yokota et al., 2003; Taira et al., 2004) y colocaliza en la matriz  
mitocondrial y espacio intermembranal, por lo que se sugiere que DJ-1es una 
proteína integral de mitocondria y podría desempeñar un papel importante en la 
dinámica mitocondrial (Zhang et al., 2005). 
Canet-Avilés y colaboradores (2004) demostraron in vitro que la proteína DJ-1 
sobre-expresada se localiza en la membrana externa mitocondrial después del 
proceso de oxidación del residuo C106 a ácido sulfínico, esta modificación pos-
traduccional de DJ-1 le permite un cambio en su punto isoeléctrico (pI) de 6,2 a 
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5,8; y posterior a esta modificación DJ-1 se trasloca del citoplasma a la 
mitocondria. Aunque no es claro como ejerce su función protectora en mitocondria 
DJ-1 se postula como un sensor de estrés oxidativo. Park y colaboradores (2005) 
encontraron en Drosophila que DJ-1 se localiza principalmente en las mitocondrias 
que presentan morfología alargada o hinchada por lo que se propone que DJ-1 
colocaliza en mitocondrias dañadas como mecanismo de protección contra el 
estrés oxidativo. 
Desde hace varios años en diversos modelos celulares (Neuro2a, SH-SY5Y, N27, 
neuronas dopaminérgicas primarias) y animales (Drosophila melanogaster, 
ratones, ratas) evaluados, DJ-1 ha mostrado un papel neuroprotector frente a 
varios estímulos apoptóticos (H2O2, 6-OHDA, MPTP) (Park et al., 2005; Yokota et 
al., 2003; Kim et al., 2005), protección que es disminuida por mutaciones (Zhou et 
al., 2005). Se ha encontrado que esta función se realiza a través de la regulación 
de mecanismos anti-estrés y función mitocondrial específicamente (Park et al., 
2005; Zhou et al., 2005; Dodson y Guo, 2007). No obstante, la función directa de 
DJ-1 en la función mitocondrial aún no ha sido establecida. 
Recientemente, Hayashi y colaboradores (2009) evidenciaron que la proteína DJ-1 
se une al complejo I mitocondrial y mantiene su actividad. La colocalización de DJ-
1 con el complejo I mitocondrial se da bajo condiciones de no estrés con NDUFA4 
y ND1, subunidades del complejo I localizadas en la membrana interna 
mitocondrial, pero la colocalización de DJ-1 con el complejo I se potencia bajo 
condiciones de estrés oxidativo. La proteína DJ-1 no presenta una secuencia de 
señalización de importe a mitocondria, por lo tanto se sugiere que ésta debe ser 
traslocada al complejo I mitocondrial después de unirse a otra proteína que sí 
posee la señal de importe mitocondrial. Mediante estudios de colocalización e 
inmunoprecipitación se sugiere que DJ-1 se une a NDUFA4 en el citoplasma y 
luego este complejo de proteínas se importa a mitocondria, sin embargo la función 
exacta de DJ-1 en mitocondria aún no es clara. 
6.1.4 DJ-1 y la vía de supervivencia neuronal PI3K/AKT 
Con el propósito de entender los procesos celulares que son mediados por DJ-1 y 
como su disfunción se relaciona con la inducción en muerte celular; tras varios 
años, se ha buscado entender la relación de DJ-1 con vías de señalización que 
están involucradas en sobrevivencia y muerte celular. A continuación se 
mencionan algunos de los estudios que han encontrado relación entre DJ-1 y la 
vía de supervivencia neuronal PI3K/AKT. 
El grupo de Kim y colaboradores (2005) es el primero en evidenciar en Drosophila 
que DJ-1 trabaja en la vía PI3K/PTEN/AKT como regulador negativo de la función 
de PTEN (del inglés, phosphatase and tensin homolog), un gen supresor tumoral, 
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y extienden estas observaciones a mamíferos. Además, ellos determinan en 
muestras de cáncer de seno mayor activación de la vía PI3K/AKT por fosforilación 
y que esto se correlaciona con un elevado nivel de la expresión de DJ-1; además 
muestras de cáncer de pulmón con niveles elevados de DJ-1 presentan un pobre 
pronóstico, por lo tanto Kim y colaboradores (2005) proponen a DJ-1 como 
marcador de pronóstico y un valioso blanco terapéutico en cáncer. 
Igualmente, Yang y colaboradores (2005) encontraron componentes de la vía PI3K 
/AKT como moduladores del fenotipo de muerte celular inducido por la 
interferencia de DJ-1 en Drosophila. Ellos reportan disminución de la fosforilación 
de AKT en moscas con interferencia para DJ-1, indicando que DJ-1 es regulador 
de la vía PI3K/AKT. La híper-activación de DJ-1 podría ser un factor de riesgo en 
cáncer, mientras que su deficiencia podría conducir a la neurodegeneración 
debido a un déficit de la respuesta frente al estrés oxidativo (Yang et al., 2005). 
Existe evidencia que indica que la vía de señalización mediada por AKT responde 
al estrés oxidativo (Crossthwaite et al., 2002) y ejerce una función neuroprotectora 
(Lee et al., 2009; Sun et al., 2010).  
Sin embargo, son necesarios estudios adicionales para aclarar los eventos 
moleculares que conectan la vía PI3K/AKT con DJ-1 y su efecto protector frente al 
estrés oxidativo (Iwatsubo et al., 2005; Görner et al., 2007; Barksdale y Bijur, 2009; 
Dagda et al., 2009; Aleyasin et al., 2010). Parte del conocimiento de la función 
molecular de DJ-1 se ha centrado en su función en cáncer como inhibidor de 
PTEN mediante su unión directa (Kim et al., 2009). 
6.2. Resultados 
6.2.1 Expresión endógena de DJ-1 en células CAD 
Las células CAD diferenciadas y no diferenciadas expresan de manera endógena 
la proteína DJ-1 (Figura 6.1), que tiene un peso molecular aproximado de 20 kDa 
(Nagakubo et al., 1997). Para el análisis por WB se usaron extractos proteicos de 
la línea celular SH-SY5Y y de cerebro de ratón como controles positivos de 
expresión de DJ-1 (Taira et al., 2004; Shang et al., 2004; Zhang et al., 2005; 
Kotaria et al., 2005; Yang et al., 2007). 
Los resultados no muestran diferencias en la expresión de la proteína DJ-1 entre 
las células CAD diferenciadas y no diferenciadas; sin embargo las células CAD 
presentan un menor nivel de expresión de la proteína DJ-1 respecto a las 
muestras de cerebro de ratón y de la línea celular SH-SY5Y (Figura 6.1). 
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Figura 6.1 Expresión endógena de la proteína DJ-1 en células CAD diferenciadas (4 d) y sin 
diferenciar. A. Análisis por WB de la proteína DJ-1 en cerebro de ratón, línea celular de 
neuroblastoma humana (SH-SY5Y), línea celular CAD sin diferenciar y diferenciadas (células 
cultivadas en ausencia de SFB por 4 d). En cada uno de los carriles se sembraron 30 μg de 
proteína, el control de carga se verifico en el gel de corrido con azul de Comassie. B. Análisis por 
densitometría del % de expresión de la proteína DJ-1 en relación a la muestra de cerebro de ratón. 
No se presentan diferencias en la expresión de DJ-1 entre las células CAD sin diferenciadas y 
diferenciadas. Las células SH-SY5Y presentan casi el doble de expresión de DJ-1 respecto a las 
muestras de cerebro de ratón y células CAD. 
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6.2.2 Sobre-expresión de DJ-1 humana en células CAD 
Las células CAD diferenciadas y no diferenciadas expresan de forma endógena la 
proteína DJ-1 (Figura 6.1). Debido a que el procedimiento de transfección en 
células CAD diferenciadas es poco eficiente, el proceso de transfección se llevó a 
cabo en células no diferenciadas y cultivadas al 2% de SFB (Capítulo II, 2.2.2 y 
Anexo 5.1), lo que mejoró sensiblemente la eficiencia de transfección, la cual se 
mantiene hasta por 48 h después de la transfección (Figura 6.2, A). 
El procedimiento de transfección con el EV genera aumento del nivel de DJ-1 en 
relación a las células no transfectadas (Figura 6.2, B), igualmente, la transfección 
con los dos vectores EV y DJ-1, genera aumento notable de p-AKT comparado 
con células no transfectadas, Sin embargo, al utilizar como control de la 
transfección el EV, es notable que la sobreexpresión de DJ-1 incrementa de forma 
significativa el nivel de p-AKT (Ser 473) (Figura 6.2, C). 
En la Figura 6.2 D se presenta el análisis por densitometría de la sobreexpresión 
de la proteína DJ-1 a partir de cuatro experimentos independientes. El nivel de 
expresión de la proteína DJ-1 en las células control (no transfectadas) se tomó 
como el 100 % y todos los valores se normalizaron respecto a éste. Las células 
CAD transfectadas con el vector DJ-1 expresan la proteína DJ-1 en un rango de 
175 a 379 (Anexo 7.5), mientras que el rango para las células transfectadas con el 
EV es de 95-180 (Anexo 7.5), el análisis por densitometría indica que existen 
diferencias significativas entre las células control y las células transfectadas con 
DJ1-1 (Figura 6.2 D). El nivel de expresión de las células transfectadas con el EV 
no presenta diferencias significativas respecto a las células control y células 
transfectadas con DJ-1, aunque si es persistente un mayor nivel de expresión de 
DJ-1 en las células transfectadas con el EV en relación a las células control y en 
relación a las células transfectads con DJ-1 es evidente que el nivel de expresión 
de DJ-1 es el dobre respecto a las células transfectadas con el EV. 
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Figura 6.2 La sobreexpresión de DJ-1 se correlaciona con mayor activación de AKT por 
fosforilación del residuo Ser 473. Análisis por WB de la sobreexpresión de DJ-1 y de p-AKT (Ser 
473) en células CAD, la β-actina se uso como control de carga. Este WB es representativo de por 
lo menos tres experimentos independientes. A. Las células CAD transfectadas con el 
constructo pCDNA3.1 DJ-1-WT (DJ-1) sobreexpresan la proteína DJ-1 respecto a las células 
control (no transfectadas) y a las transfectadas con el vector vacio (EV, control de la 
transfección). En células transfectadas con el EV se evidencia un leve aumento del nivel de la 
proteína DJ-1 respecto a las células control. El procedimiento de transfección por sí sólo causa 
aumento de la fosforilación de AKT, nótese que las células transfectadas con DJ-1 y EV presentan 
un nivel mayor de p-AKT (Ser 473) respecto a las células control, pero la sobreexpresión de DJ-1 
se puede correlacionar con la potenciación de la activación de AKT por fosforilación en el residuo 
Ser 473. B. Análisis por densitometría del porcentaje de expresión de DJ-1 en células control, 
transfectadas con los vectores DJ-1 y EV, las células transfectadas con el vector DJ-1 presentan el 
mayor porcentaje de expresión de la proteína DJ-1. C. Análisis por densitometría del porcentaje 
de expresión de p-AKT (Ser 473) en células control, transfectadas con los vectores DJ-1 y EV, las 
células transfectadas con el vector DJ-1 presentan el mayor porcentaje de p-AKT (Ser 473). D. 
Análisis por densitometría del porcentaje de expresión de DJ-1, con datos de cuatro 
experimentos independientes; se mantiene la tendencia de la sobreexpresión de la proteína DJ-1 
en células transfectadas con el vector DJ-1. (La descripción de los tratamientos se encuentra en el 
Anexo 6, Figura A. 6.1 y Tabla A. 6.4). 
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En la figura 6.3 se presentan los resultados de uno de los experimentos de 
transfección de células CAD siquiendo el protocolo que se especifica en el Anexo 
5.1. En este experimento se demuestra que el nivel de DJ-1 en células 
transfectadas con el vector DJ-1 es el doble en relación al EV y del triple en 
relación a las células no transfectadas, demostrando una vez más lo que se 
presenta en la figura 6.4. Posteriormente a la transfección celular las células 
fueron trtadas con las diferentes neutrotoxinas con las dosis determinadas 
previamente, con el propósito de entender la relación de DJ-1 con la vía PI3K/AKT 
en un contexto neurotóxico. 
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Figura 6.3 Sobreexpresión de DJ-1. A. Análisis por WB de la sobreexpresión de DJ-1. Las 
células transfectadas con el vector pCDNA3.1 DJ-1-WT (DJ-1) sobreexpresan la proteína DJ-1, y 
esta sobreexpresión permanece hasta las 48 h. B. Análisis por densitometría de la 
sobreexpresión de la proteína DJ-1 en células transfectadas con el vector DJ-1 a las 48 h 
pos-transfección. Las células transfectadas con el vector DJ-1 presentan aproximadamente el 
doble de la expresión de la proteína DJ-1 respecto a las células transfectadas con el EV. El 
protocolo de transfección por el cual se obtuvieron estos resultados de transfección se encuentra 
en el Anexo 5.1  
6.2.3 Efecto de las neurotoxinas rotenona, 6-OHDA y C2-ceramida en células 
CAD que sobreexpresan la proteína DJ-1 
Los resultados que se presentan a continuación fueron realizados en células 
transfectadas siguiendo el protocolo indicado en el Anexo 5.1. Bajo estas 
condiciones de transfección las células transfectadas con el vector DJ-1 presentan 
el doble de la expresión de DJ-1 respecto a las transfectadas con el EV (Figura 
6.3). Además, para el análisis de estos resultados se tienen en cuenta los 
resultados obtenidos en los anteriores capítulos, por esta razón en esta sesión el 
análisis básicamente se realiza comparando el efecto de las diferentes 
neurotoxinas entre células transfectadas que sobreexpresan la proteína DJ-1 (DJ-
1) y células transfectadas que no sobreexpresan la proteína DJ-1 (EV). 
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6.2.3.1. Análisis por western blot del efecto de la rotenona 500 nM 24 h sobre la 
activación de AKT por fosforilación de la Ser 473 en células CAD que 
sobreexpresan la proteína DJ-1 
El efecto de la rotenona a una dosis de 500 nM por 24 h causa una leve 
disminución en la activación de AKT por fosforilación del residuo Ser 473 en 
células CAD control (Figura 5.2, 5.3 y 6.4). Los resultados de la transfección son 
consistentes con lo anteriormente descrito (6.2.2), el proceso de transfección tiene 
como efecto el aumento de p-AKT (Ser 473) (Figura 6.4 B, barra roja) y las células 
transfectadas con DJ-1 respecto a las transfectadas con el EV presentan mayor 
nivel de p-AKT (Ser 473) en relación a t-AKT (Figura 6.4 B, barra verde). 
La exposición de rotenona 500 nM por 24 h en células que sobreexpresan DJ-1 
humana silvestre no exhibe diferencias en los niveles de p-AKT (Ser 473) respecto 
a las células transfectadas con el EV, igualmente, en el análisis por densitometría 
no existe una diferencia significativa entre estos dos tratamientos (Figura 6.4 A y 
B). La transfección con DJ-1 incrementa la fosforilación de AKT y el tratamiento 
con rotenona disminuye este incremento en dicha fosforilación a niveles similares 
a los de las células transfectadas con el vector vacio (EV). 
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Figura 6.4 Efecto de la rotenona 500 nM 24 h sobre la vía PI3K/AKT en células CAD 
transfectadas con DJ-1-WT humano. A. Análisis por WB del efecto de la rotenona (500 nM 24h) 
sobre la vía PI3K/AKT en células CAD transfectadas con los vectores DJ 1-WT humano y EV. WB 
representativo de tres experimentos independientes. B. Análisis por densitometría del % p-AKT/t-
AKT en células CAD transfectadas con los vectores DJ 1-WT humano y EV y tratadas con rotenona 
(500 nM 24h), se uso como control de carga β-actina. Este experimento corrobora los resultados 
encontrados anteriormente, aumento de p-AKT por el proceso de transfección (carriles 1, 2 y 3, 
barra roja). No se presentan diferencias en los niveles de p-AKT, entre los tratamientos con 
rotenona 500 nM por 24 h en células transfectadas con DJ-1 en relación a las células transfectadas 
con el vector vacio (EV). (La descripción de los tratamientos se encuentra en el Anexo 6, Figura A. 
6.1 y Tabla A. 6.4). 
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6.2.3.2. Análisis por western blot del efecto de 6-OHDA 100 μM- 6 h sobre la 
activación de AKT por fosforilación de la Ser 473 en células CAD que 
sobreexpresan la proteína DJ-1 
Las células CAD tratadas con 6-OHDA (100 μM por 6 h) presentan inhibición 
drástica de la vía PI3K/AKT (Figura 5.5). Las células CAD transfectadas con DJ-1 
y EV y tratadas con 6-OHDA igualmente presentan inhibición de esta vía, se 
evidencia una leve disminución de t-AKT y una drástica disminución de p-AKT 
(Figura 6.5). Los resultados de células transfectadas con DJ-1 sugieren que la 
sobreexpresión de DJ-1 evita la de-fosforilación de AKT en el residuo Ser 473, 
aproximadamente en un 10 %, respecto a las células transfectadas con el vector 
vacio (Figura 6.5). Estos resultados sugieren que la sobreexpresión de la proteína 
DJ-1, la cual aumenta el nivel basal de p-AKT, puede contribuir al mantenimiento 
de la fosforilación de AKT en el residuo Ser 473 frente al efecto inhibitorio de la 6-
OHDA. 
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Figura 6.5 Efecto de la 6-OHDA sobre la vía PI3K/AKT en células CAD transfectadas con DJ-1 
humana silvestre. A. Análisis por WB del efecto de la 6-OHDA (100 μM, 6 h) sobre la vía 
PI3K/AKT en células CAD transfectadas con los vectores DJ 1-WT humano y EV. WB 
representativo de tres experimentos independientes. B. Análisis por densitometría de % p-AKT/t-
AKT en células transfectadas con los vectores DJ-1-WT y EV y tratadas con 6-OHDA (100 μM, 6 
h), se uso como control de carga β-Actina. Nótese que la 6-OHDA induce inhibición drástica de la 
fosforilación de AKT (Ser 473) en células transfectadas con DJ-1 y EV en relación al control, 
igualmente la 6-OHDA induce disminución de t-AKT pero en un nivel casi imperceptible. Sin 
embargo, la sobreexpresión de la proteína DJ-1 evita en un porcentaje aproximadamente del 10 % 
la de-fosforilación de AKT en el residuo Ser 473, inducida por el tratamiento con 6-OHDA. (La 
descripción de los tratamientos se encuentra en el Anexo 6, Figura A. 6.1 y Tabla A. 6.4). 
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6.2.3.3. Análisis por western blot del efecto de C2-ceramida 25 μM - 6 h sobre la 
activación de AKT por fosforilación de la Ser 473 en células CAD que 
sobreexpresan la proteína DJ-1 
La C2-ceramida al igual que la 6-OHDA induce una rápida y drástica inhibición de 
la vía PI3K/AKT en células CAD (Figura 5.2 y 5.5). El efecto de esta neurotoxina 
en células transfectadas con el EV es similar, pero en células transfectadas con 
DJ-1 la disminución de p-AKT no es tan evidente (Figura 6.6). 
Las células que sobreexpresan DJ-1 y que conjuntamente son tratadas con C2-
ceramida (25 μM por 6 h) evidencian que DJ-1 favorece el mantenimiento de la 
fosforilación de AKT en el residuo 473, respecto a las células transfectadas con el 
EV y tratadas con C2-ceramida. Estos resultados sugieren que la sobreexpresión 
de DJ-1 contribuye aproximadamente a un 20 % a evitar la de-fosforilación de AKT 
causada por la C2-ceramida en células CAD (Figura 6.6). Una observación 
interesante es que las células que sobreexpresan DJ-1 y son tratadas con C2-
ceramida presentan un incremento significativo de los niveles de t-AKT en relación 
a las células transfectadas con DJ-1 y no tratadas con C2-ceramida (Figura 6.4). 
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Figura 6.6 Efecto de la C2-ceramida sobre la vía PI3K/AKT en células CAD transfectadas con 
DJ-1 humana silvestre. A. Análisis por WB del efecto de la C2-ceramida (25 μM, 6 h) sobre la vía 
PI3K/AKT en células CAD transfectadas con los vectores DJ 1-WT humano y EV. B. Análisis por 
densitometría del % p-AKT/t-AKT en células transfectadas con los vectores DJ-1-WT y EV y 
tratadas con C2-ceramida (25 μM, 6 h), se uso como control de carga β-Actina. La C2-ceramida 
causa de-fosforilación de AKT (Ser 473) de forma drástica en las células transfectadas con el EV, 
pero la sobreexpresión de DJ-1 evita la de-fosforilación de AKT en el residuo 473, es decir que DJ-
1 contribuye a mantener la fosforilación de AKT en el residuo 473 frente a la acción de esta 
neurotoxina en un porcentaje aproximado del 20% en relación a las células que no sobreexpresan 
DJ-1 (células transfectadas con el EV). (La descripción de los tratamientos se encuentra en el 
Anexo 6, Figura A. 6.1 y Tabla A. 6.4). 
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6.3 Discusión 
La proteína DJ-1 es ubicuamente expresada en una variedad de órganos y tiene 
mínima expresión en tejido apidoso, tiene amplio rango de expresión en cerebro y 
se encuentra en SN (Shang et al., 2004; Zhang et al., 2005; Kotaria et al., 2005). 
Las células CAD son derivadas de mesencéfalo de ratón por tal razón era de 
esperar que estas expresaran la proteína DJ-1. Según nuestros resultados las 
células CAD presentan menor nivel de expresión de DJ-1 en comparación con las 
células SH-5YSY y la muestra de cerebro de ratón y no existe expresión 
diferencial entre las células CAD diferenciadas y no diferenciadas. La transfección 
con el vector DJ-1-WT tuvo como efecto la sobreexpresión de la proteína DJ-1, 
aproximadamente tres veces más que las células CAD sin transfectar. 
En nuestros resultados evidenciamos que el proceso de transfección causa 
aumento del % p-AKT/t-AKT respecto a las células no transfectadas. Se ha 
descrito que la vía PI3K/AKT es mediadora de varias señales celulares (Zhou et 
al., 1998; Huang y Reichardt, 2001) y en nuestro caso el proceso de transfección 
por lipofección induce la activación de esta vía, por esta razón es importante tener 
un control de la transfección, el cual se realizó con el vector vacio (EV) de tal 
forma que las comparaciones entre los tratamientos realizados con las diferentes 
neurotoxinas tienen en cuenta las alteraciones basales por parte del proceso de 
transfección. 
También, encontramos que el nivel de DJ-1 incrementa en las células CAD 
transfectadas con el EV en relación a las células control (células no transfectadas) 
(Figura 6.2), esto se puede explicar porque la proteína DJ-1 es anti-oxidante y 
dependiendo del contexto celular es regulada (Zhong et al, 2005). Además, Lev y 
colaboradores (2008, 2009) demostraron que DJ-1 es regulado al alta frente al 
estrés oxidativo y que esta regulación es mediada por la vía de las MAPKs, se 
postula que la sobreexpresión de DJ-1 incrementa la resistencia celular frente a la 
producción de ROS. El proceso de transfección celular por lipofección es un 
insulto celular, es un evento que altera por sí mismo la maquinaria celular 
independientemente del vector, de tal forma que la transfección fue capaz de 
inducir cambios en la expresión de DJ-1. 
Además, los resultados obtenidos en este estudio corroboran la sobreexpresión de 
DJ-1 con mayor activación de AKT por fosforilación del residuo serina 473 (Figura 
6.2). Estudios previos han demostrado en D. melanogaster que la proteína DJ-1 es 
un regulador positivo de la vía PI3K/AKT al regular negativamente a PTEN (Yang 
et al., 2005, 2006; Kim et al., 2005). Recientemente, Kim y colaboradores (2009), 
publicaron que DJ-1 se une directamente a PTEN e inhibe su actividad fosfatasa, 
esto puede explicar el incremento de p-AKT (Ser 473) en las células CAD que 
sobreexpresan la proteína DJ-1-WT humana en comparación con las células 
transfectadas con el EV. 
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Es por esta razón que el análisis del efecto de la sobreexpresión de DJ-1 en 
relación a la vía PI3K/AKT frente a rotenona, 6-OHDA y C2-ceramida se realizó 
comparando las células transfectadas con el EV Vs. células transfectadas con el 
vector de DJ-1-WT humano. 
En el capítulo V se determinó por la técnica de WB el efecto de las neurotoxinas 
en relación a la vía PI3K/AKT, los resultados obtenidos fueron que la muerte 
inducida por 6-OHDA (100 μM, 6 h) y C2-ceramida (25 μM, 6 h) en células CAD 
diferenciadas depende de la inhibición de la vía PI3K/AKT. Mientras, que las 
células tratadas con rotenona a diferentes dosis por 6 h presentan niveles 
similares de p-AKT (Ser 473) a las células control, y sólo se evidencia una leve 
disminución de p-AKT cuando las células se exponen por 24 h. Teniendo este 
conocimiento previo se comprobó el efecto de estas neurotoxinas pero ahora en 
células CAD que sobreexpresan la proteína DJ-1. 
Acerca del efecto de las neurotoxinas en células CAD que sobreexpresan la 
proteína DJ-1, para el caso de 6-OHDA y C2-ceramida se ha demostrado que su 
efecto es dependiente de la inhibición de la vía PI3K/AKT (Li et al., 2008; Arboleda 
et al., 2005, 2007, 2009; Rodríguez, 2006), y según nuestros resultados (Figura 
6.4 y 6.5) la sobreexpresión de DJ-1 potencia la vía PI3K/AKT, potenciación que le 
permite a esta vía que las células adquieran un nivel más alto de p-AKT (Ser 473) 
y por consecuencia las células que sobreexpresan DJ-1 y conjuntamente son 
tratadas con 6-OHDA y C2-ceramida presentan menor pérdida de p-AKT (Ser 
473). Una de las estrategias sugeridas en neuroprotección es el mantenimiento de 
un nivel basal más alto de p-AKT como mecanismo protector de muerte y existen 
varios reportes que soportan esta estrategia de neuroprotección (Zhou y Freed 
2005; Xiromerisiou et al.,2008; Dagda et al., 2009). 
En el caso de la rotenona no se presentan diferencias en el nivel de p-AKT (Ser 
473) entre células que sobreexpresan la proteína DJ-1 y células que no, ya que  
DJ-1 favorece la vía PI3K/AKT y el efecto de la rotenona no es claro que sea por 
inhibición de esta vía, sino como anteriormente se menciono existen otras vías 
que pueden estar interactuando como el caso de las MAPKs. 
El estrés oxidativo y la inhibición del complejo I mitocondrial son procesos 
importantes en EP de tipo esporádico, el cual representa el 95% de los casos de 
EP, DJ-1 podría jugar un papel interesante frente al efecto de herbicidas, 
fungicidas e insecticidas, los cuales inhiben el complejo I mitocondrial y 
contribuyen al desarrollo de EP (Chung et al, 2003), por lo tanto se ha propuesto 
que la oxidación de DJ-1 promueve su localización en mitocondria (Canet –Avilés 
et al., 2004; Blackinton et al., 2005) y podría ser usado como blanco terapéutico. 
En el caso del IGF-1 se ha propuesto como factor neuroprotector de 
enfermedades neurodegenerativas. En general los factores de crecimiento son 
capaces de potenciar la vía de supervivencia PI3K/AKT por medio de receptores 
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de la familia Trk (Huang y Reichardt, 2003). Las células CAD tratadas con 100 
ng/mL de IGF-1 por 24 h presentan un mayor nivel de fosforilación de la proteína 
AKT en el residuo Ser 473 respecto a las células control (Figura 6.3). Igualmente 
se observa que aumenta el nivel de expresión de t-AKT, ya que existe evidencia 
que el IGF-1 puede actuar como regulador de la transcripción de AKT, inhibiendo 
por fosforilación factores de transcripción de la familia FOXO, un ejemplo es el 
factor de transcripción FKHRL1 (Schwab et al., 2005). 
Estos resultados son de gran importancia ya que permiten entender la relación de 
las neurotoxinas, rotenona, 6-OHDA y C2-ceramida, con la vía PI3K/AKT y como 
la proteína DJ-1 puede modular esta relación. Con los resultados de este proyecto 
se podría sugerir la importancia del gen DJ-1 en la supervivencia de poblaciones 
neuronales específicas, como lo es el caso de las neuronas dopaminérgicas 
afectadas selectivamente en EP. Un aspecto a favor del uso de DJ-1 como blanco 
terapéutico es que actúa en dos vías de protección una es en la regulación de la 
función y dinámica mitocondrial (Zhang et al., 2005; Park et al., 2005; Zhou et al., 
2005; Dodson y Guo, 2007) y la otra es la potenciación de la vía de supervivencia 
neuronal PI3K/AKT (Yang et al., 2005, Kim et al., 2005, 2009; Timmons et al., 
2009).  
Timmons y colaboradores (2009) demostraron que los niveles de t-AKT y p-AKT 
(Ser 473) se encuentran disminuidos en cerebros de pacientes con EP. Además, 
demostraron por microscopia de fluorescencia que AKT se expresa en mayor nivel 
en las neuronas positivas para TH y que en pacientes con EP existe una marcada 
pérdida de t-AKT y p-AKT (Ser 473) en las neuronas positivas para TH. Timmons y 
colaboradores (2009) proponen a AKT como posible blanco terapéutico en el 
tratamiento para EP en estado tardío, ya que aumentar el nivel basal de t-AKT y p-
AKT es un mecanismo protector especifico en neuronas dopaminérgicas. 
Para este estudio es necesario determinar la contribución de la proteína DJ-1 en la 
actividad mitocondrial y supervivencia de las células CAD frente a la acción 
neurotóxica y establecer si existe una correlación directa entre la potenciación de 
p-AKT, la función mitocondrial y la supervivencia neuronal, ya que el propósito de 
los blancos terapéuticos en EP buscan evitar la muerte progresiva de las neuronas 
dopaminérgicas y existen varios estudios in vitro  e in vivo que relacionan la 
potenciación de la vía PI3K/AKT con mecanismos de neuroprotección en neuronas 
dopaminérgicas (Chen et al., 2008; Lim et al., 2008;  Nair et al., 2008; Ries et al., 
2006; Sagi et al., 2007; Weinreb et al., 2009; Yu et al., 2008) 
Aunque, en la actualidad existen varios aspectos desconocidos acerca de la 
muerte neuronal que se presenta en EP estos resultados preliminares pueden dar 
continuidad a la resolución de nuevas preguntas que surgen para poder entender 
la complejidad de los mecanismos fisiopatológicos que involucran la muerte 
selectiva de neuronas dopaminérgicas en EP y la búsqueda de blancos 
terapéuticos.  
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CAPÍTULO VII. CONCLUSIONES, RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS 
7.1 Conclusiones 
1. La línea neuronal murina CAD, por tratarse de neuronas 
catecolaminérgicas, constituye un adecuado modelo celular para el entendimiento 
de las bases moleculares relacionadas con la EP. 
2. Las neurotoxinas C2-Ceramida, 6-OHDA y rotenona inducen muerte en las 
células CAD con un efecto dosis-tiempo dependiente. 
3. La dosis letal 50 de rotenona en células CAD es de 5 μM y 500 n M por 6 y 
24 h, respectivamente y la dosis letal 50 de 6-OHDA en células CAD es de 100 y 
50 μM por 6 y 24 h, respectivamente. 
4.  La disminución de la actividad mitocondrial MTT es un evento temprano al 
tratamiento con rotenona, mientras que la liberación de LDH por pérdida de la 
integridad membranal es un evento tardío. 
5. La muerte neuronal inducida por rotenona y 6-OHDA en células CAD 
diferenciadas de acuerdo a nuestras observaciones microscópicas se podría 
sugerir que es de tipo apoptótico. 
6. La muerte neuronal causada por las neurotoxinas, C2-Ceramida, rotenona y 
6-OHDA está asociada a la inhibición de la vía de supervivencia neuronal 
PI3K/AKT. 
7. El pre- tratamiento con IGF-1 100 ng/mL aumenta el nivel basal de p-AKT, 
lo cual tiene como efecto la disminución de la acción de de-fosforilación de AKT en 
el residuo serina 473 inducido por la C2-ceramida, 6-OHDA y rotenona (500 nM, 
24 h) y podría sugerirse como agente neuroprotector en EP. 
8. Se establecieron las condiciones de transfección de las células CAD para la 
sobreexpresión de DJ-1-WT humano con alta eficiencia y replicabilidad. 
9. La sobreexpresión de la proteína DJ-1-WT humana en células CAD 
contribuye a potenciar la vía de supervivencia neuronal PI3K/AKT aumentando los 
niveles basales de fosforilación de la proteína AKT en el residuo serina 473. 
10. La sobreexpresión de la proteína DJ-1-WT humana disminuyó el efecto 
inhibitorio de la 6-OHDA (100 μM, 6h) y de la C2-Ceramida (25 μM, 6 h) sobre la 
fosforilación de AKT en el residuo serina 473. 
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11. La potenciación de la vía de supervivencia neuronal PI3K/AKT y el aumento 
de los niveles basales de p-AKT, ya sea por pre-tratamiento con IGF-1 o 
sobreexpresión de DJ-1, pueden ser un adecuado blanco terapéutico en 
enfermedades neurodegenerativas como en el caso de la EP donde se presenta 
muerte selectiva de neuronas dopaminérgicas. 
7.2 Recomendaciones y Perspectivas 
1. Analizar el efecto de la regulación a la baja de la proteína DJ-1 frente a la 
acción de las neurotoxinas, rotenona, 6-OHDA y C2 ceramida, una posibilidad es 
trabajar con constructos lentivirales con el propósito de tener células transfectadas 
de forma permanente. 
2. Establecer la relación entre la sobreexpresión o regulación a la baja de la 
proteína DJ-1 con la viabilidad celular en un contexto neurotóxico. 
3. Realizar pruebas de viabilidad celular adicionales que permitan establecer 
el tipo de muerte celular inducido por las neurotoxinas, por ejemplo citometría de 
flujo con Anexina V y Ioduro de propidio. 
4. Analizar por western blot vías alternas o paralelas a la vía PI3K/AKT en un 
contexto neurotóxico, por ejemplo la vía de las MAPKs y/o mTOR (autofagia). 
5. Determinar la regulación de genes o proteínas pro y/o anti-apoptóticas en 
células CAD transfectadas con DJ-1-WT humano en un contexto neurotóxico, ya 
sea por RT-PCR o western blot. 
6. Realizar análisis de western blot a partir de extractos de proteínas 
obtenidos por centrifugación diferencial para poder comparar los niveles de DJ-1 
citoplasmátivo Vs. mitocondrial con el propósito de determinar si los diferentes 
insultos neurotóxicos (rotenona, 6-OHDA y C2-eramida) pueden regular la 
localización intracelular de DJ-1. Ya que se ha descrito que DJ-1 es capaz de 
trascolcarse a mitocondria y ejercer un papel protector.  
7. Estudiar la colocalización por microscopia de fluorescencia o confocal de la 
proteína DJ-1 con mitocondrias sanas y dañadas para establecer su relación en un 
contexto neurotóxico. 
8. Abordar el análisis del efecto neuroprotector del IGF-1 en modelos in vivo 
de EP usando la 6-OHDA o la rotenona para inducir la lesión nigo-estriatal y 
determinar el posible efecto del IGF-1como blanco terapéutico en EP. 
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7.3 Modelo sugerido 
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Figura 7.1 Modelo propuesto de la relación de DJ-1 con la vía de supervivencia 
neuronal PI3K/AKT en un contexto neurotóxico. Las neurotoxinas rotenona, 6-OHDA y 
C2-ceramida causan muerte celular inhibiendo la actividad mitocondrial y la vía de 
supervivencia neuronal PI3K/AKT. Por otra parte, la vía PI3K/AKT es potenciada por factores 
tróficos como la NT-3 y el factor de crecimiento IGF-1. También, la sobreexpresión de la 
proteína DJ-1 es capaz de potenciar esta vía porque se une a PTEN y no permite su 
actividad fosfatasa (actividad inhibitoria de PI3K). El modelo propone que la activación de la 
vía PI3K/AKT contribuye a la supervivencia neuronal e integridad mitocondrial. Mientras que 
las neurotoxinas inhiben la actividad mitocondrial y la vía PI3K/AKT (aún no se conoce cómo 
se da esta inhibición). Además, DJ-1 se ha propuesto como una proteína multifuncional y se 
le ha atribuido su función neuroprotectora por su actividad antioxidativa y relación con 
mitocondrias dañadas, de tal forma que DJ-1 podría estar contribuyendo a la protección 
neuronal desde varias rutas: 1. potenciación de la vía PI3/AKT, 2. actividad antioxidativa y 3. 
función mitocondrial; pero aun no son claros los mecanismos moleculares que subyacen a 
estos eventos. 
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Figura 7.2 Modelo propuesto en el contexto de neurotoxicidad por C2-ceramida, 6-OHDA y rotenona y sobreexpresión de DJ-1. 
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ANEXO 1. CULTIVO DE CÉLULAS CAD  
 
Al trabajar con cultivos celulares es imprescindible mantener condiciones estrictas 
de esterilidad y es importante hacer un seguimiento de las características 
observables del cultivo al microscopio de luz invertido, para detectar 
contaminaciones tempranas (bacterias, hongos y/o levaduras) o cambios 
espontáneos en el fenotipo de los cultivos. 
El cultivo celular se lleva a cabo siempre en cabina de seguridad biológica, antes 
de cada sesión de trabajo se debe desinfectar la superficie con alcohol etílico al 
70% y exponer por 20 min a irradiación ultravioleta (UV), además, se debe 
encender la cabina, aproximadamente 30 min previos, con el propósito que el aire 
re-circule y se filtre, la puerta del cuarto de cultivo debe permanecer cerrada. Cada 
vez que se ingrese al cuarto de cultivo se debe hacer con la vestimenta adecuada, 
constituida de gorro, tapaboca, guantes y bata exclusiva para cultivo celular, 
igualmente, sólo se debe ingresar al cuarto de cultivo después de haberse lavado 
las manos y antebrazos con jabón antiséptico, para luego desinfectarlas con 
etanol al 70% antes de comenzar a trabajar. La desinfección con alcohol se debe 
realizar cada vez que se introducen las manos a la cabina. 
El material fungible estéril se debe guardar en bolsas bien cerradas para 
protegerlo de posibles agentes contaminantes y suciedad, se deben abrir y cerrar 
preferiblemente al interior de la cabina y mantenerlos dentro del cuarto de cultivo. 
Las botellas de medios y reactivos, y otros materiales se deben limpiar con etanol 
o isopropanol al 70 % antes de introducirlos en la cabina. 
Las botellas con PBS o medios estériles, los  tubos Falcon que contengan las 
alícuotas de SFB, y cualquier otro reactivo estéril debe ser conservado en nevera 
(4°C) o congelador (-20°C) y se deben abrir y cerrar únicamente al interior de la 
cabina, y se sellan con papel parafilm antes de sacarlos. Toda sustancia o material 
que tenga que estar en contacto con las células debe estar estéril, por ejemplo 
pipetas de vidrio, puntas, PBS, tripsina, medio de cultivo, SFB, etc. El aseo del 
cuarto de cultivo se debe realizar semanalmente para evitar contaminación, y todo 
el cuarto de cultivo debe ser sometido a radiación UV durante la noche. Las 
condiciones de incubación son: 37oC, 90% de humedad relativa y 5% de CO2. Se 
debe procurar mantener las células el menor tiempo posible fuera de ésta. 
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1.1 Preparación de soluciones para cultivo celular 
1.1.1 Medio de cultivo 
La línea celular CAD se mantuvo en el medio de cultivo D-MEM/F12 (GIBCO® 
Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12). La presentación 
comercial de este medio de cultivo es en polvo, por lo cual se debe reconstituir 
según las especificaciones del fabricante en agua ultrapura y adicionarle 3,7 g/L 
de bicarbonato de sodio, ajustar el pH a 7,4 y esterilizarlo por filtración en cabina 
de seguridad. Una vez filtrado se hacen las pruebas de esterilidad dejando por 72 
h una alícuota de 5 mL del medio en una placa de Petri estéril dentro de la 
incubadora a 37oC, 5% de CO2; cumplido este tiempo, y de no observarse al 
microscopio invertido ninguna señal de contaminación se procede a adicionar 10 
mL de solución antibiótica para una concentración final de 1% de 
penicilina/estreptomicina, y se conserva en alícuotas de 250 mL a 4oC, 
preferiblemente en frascos tapa azul, hasta el momento del uso. Este medio es 
suplementado con 10% de SFB para el mantenimiento de las células CAD. Este 
medio también es usado sin SFB y 50 ng/mL de sodio selenita (Anexo 1.1.4) para 
ser usado como medio de diferenciación. Además, se debe preparar medio sin 
antibiótico y sin SFB, mas 50 ng/mL de sodio selenita (Anexo 1.1.4) para el 
procedimiento de transfección. 
1.1.2 Tampón fosfato salino (PBS) 
Esta solución salina se emplea para el lavado de las monocapas celulares, la 
preparación de tripsina-EDTA y la solución de MTT. 
Cloruro de sodio (NaCl): 0,8 gr/100 mL; cloruro de potasio (KCl): 0,02gr/100 mL; 
fosfato diácido de potasio (KH2PO4): 0,02 gr/100 mL; fosfato monobásico de sodio 
(NaH2PO4). Se ajusta el pH a 7,4 y se esteriliza con calor húmedo en autoclave. 
1.1.3 Solución de tripsina 0,25%  
Se prepara una solución al 0,25% de tripsina; 0,1% EDTA tetrasódico y 0,2% de 
antibiótico penicilina/estreptomicina. 
Esta solución se prepara en PBS (Anexo 1.1.2), para preparar 100 mL volumen 
final se requieren 0,25g de tripsina, 0,1g de EDTA y 0,2mL de antibiótico 
penicilina/estreptomicina. Se agita con magneto, se ajusta el pH a 7,4, después se 
esteriliza por filtración usando una pirinola de 0,2μm en cabina de seguridad. Esta 
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solución se guarda en alícuotas de 10 mL en tubos Falcon estériles de 15 mL a -
20oC, hasta el momento de su uso, se descongela en un baño termostático a 
37oC.  
1.1.4 Solución stock de sodio selenita  
Se debe preparar una solución stock de sodio selenita 250 μg/mL.  
Pesar en la balanza analítica 1 mg (0,001 g) de sodio selenita. En cabina, disolver 
el sodio selenita en 4 mL de medio de cultivo estéril (Anexo 1.1.1), alicuotar en 
tubos estériles de 1,5 mL (aproximadamente 500 μL por tubo) y guardar en el 
congelador a -20°C hasta el momento de su uso. Para preparar 50 mL de medio 
de diferenciación se deben agregar 10 μL de la solución stock 250 μg/mL de sodio 
selenita para obtener una concentración final de 50 ng/mL. 
1.1.5 IGF-1 
1. Centrifugar el tubo con el IGF-1 liofilizado (IGF-1, 25 μg). 
2. Adicionar 200 μL de H2O destilada estéril, de tal forma que la solución 
queda a una concentración de 0,1 mg/mL. 
3. Alicuotar el tubos estériles 25 μL por tubo y guardar a -70°C hasta el 
momento de su uso. 
4. El stock de trabajo se  realiza a 5 μg/mL en  D-MEN/F12 y  se  almacena  a 
-20°C. Por lo tanto, en cabina, a 25 μL de IGF-1 0,1 mg/mL se le adicionan 475 μL 
de D-MEN/F12 estéril. 
5. Las células son tratadas con IGF-1 a una concentración de 100 ng/mL, 
según las siguientes especificaciones (Tabla A. 1.1): 
Caja Volumen Stock IGF-1, 5 μg/μL 
96 pozos 200 μL 4 μL 
24 pozos 500 μL 10 μL 
12 pozos 1.000 μL 20 μL 
6 pozos 2.000 μL 40 μL 
   Tabla A. 1.1 Tratamientos con IGF-1 
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1.1.6. Cubierta con Poli-D-Lisina (PLD) 
Este procedimiento debe hacerse bajo condiciones de esterilidad y en cabina: 
1. Se prepara la solución stock de PDL 1 mg/mL. A una botella de PLD de 50 
mg se le agregan 50 mL de H2O destilada estéril. 
2. Se hacen alícuotas de 5 mL en tubos Falcon de 50 mL estériles y se 
almacenan a -20°C. 
3. A una de las alícuotas de 5 mL de PLD 1 mg/mL adicionar 45 mL de H2O 
destilada estéril, la concentración final es de 0,1 mg/mL. Con esta solución cubrir 
cada uno de los pozos del plato de cultivo, según lo indicado en la Tabla A. 1.2. 
4. Dejar por 5 min la solución sobre los platos, luego retirar el exceso y dejar 
secar las cajas destapadas en la cabina encendida. 
5. Adicionar a cada pozo la cantidad necesaria de H2O destilada estéril, según 
lo indica la Tabla A. 1.2, dejar por 15 min y retirar el exceso. Repetir este 
procedimiento tres veces. 
6. Dejar las cajas destapadas y permitir el secado de estas durante 1 - 2 h en 
la cabina encendida. 
7. Cuando las cajas ya estén secas dejarlas 1-2 h expuestas a luz UV. 
 
Plato de Cultivo Área (cm2) Volumen de PDL (mL) H2O (mL) 
Frasco grande 75 5 10 
Frasco pequeño 25 2 5 
Plato de 6 9,5 0,8 2 
Plato de 24  2 0,2 0,5 
Plato de 96  0,32 0,06 0,2 
   Tabla A. 1.2 Especificaciones para la cubierta con Poli-D-Lisina 
1.2 Mantenimiento de las células CAD 
La línea celular CAD (Qi et al., 1997) fue donada por la Dra. Chikaraishi del 
departamento de Neurobiología del Duke University Medical Center, Durham, 
North Carolina al Dr. Gonzalo Arboleda Bustos del grupo de Neurociencias de la 
Universidad Nacional de Colombia y se mantiene el cultivo de manera estable en 
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el laboratorio 1 del Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia 
desde el año 2007. 
1.2.1 Descongelación 
Las células CAD congeladas se encuentran almacenadas en nitrógeno líquido en 
criotubos (resistentes a la fase líquida del nitrógeno), éstos se encuentran 
debidamente marcados con el nombre de la línea celular, el pase, la fecha de 
congelación y la persona que realiza el procedimiento, además, existe una planilla 
que identifica cada vial dentro de una canastilla y escalerilla.  
El primer paso para descongelar células CAD es preparar el cuarto de cultivo y el 
material (cajas de cultivo, pipetas estériles, puntas estériles, micropipetas, Falcon 
estériles, cámara de Neubauer, toallas de papel, frasco de desechos y pre-
calentar el medio de cultivo suplementado con SFB en baño serológico a 37°C), 
siguiendo las recomendaciones mencionadas anteriormente. En cabina, preparar 
un tubo Falcon de 15 mL estéril con 8 mL de medio completo (10% SFB). Luego, 
se identifica el vial en la planilla y se saca del tanque de nitrógeno, rápidamente se 
pone en un baño serológico a 37°C hasta que se desprenda el bloque de hielo 
completo de las paredes del vial (esto debe ser muy rápido, el bloque de hielo no 
se debe dejar descongelar completamente). 
Inmediatamente, el bloque de hielo se debe colocar en el Falcon con los 8 mL de 
medio completo y se resuspende rápidamente, se tapa el tubo, se le pone papel 
parafilm alrededor de la tapa y se centrifuga por 5 min a 1.200 rpm. A 
continuación, en cabina, el sobrenadante se descarta y el pellet de células se 
resuspende en 1 mL de medio completo para realizar el conteo y determinar el 
porcentaje de viabilidad por exclusión de azul de tripán (Anexo.1.2.4), se 
recomienda que el porcentaje de mortalidad no supere el 30%. Conocido el 
número de células vivas se procede a la siembra en frascos de cultivo cuello 
inclinado de 25 cm2, a una densidad de 7 x 105 células CAD viables por frasco, 
cada frasco se cultiva con medio completo con un volumen final de 3 mL. Se 
realiza el monitoreo al microscopio de luz invertido para verificar la confluencia y 
se ponen a incubar bajo las condiciones estándar de CO2, humedad y 
temperatura. 
Al día siguiente se observan al microscopio invertido para confirmar que las 
células se encuentren adheridas y libres de contaminación; posterior a esto, sí se 
observan muchas células desprendidas se les retira el medio y se adicionan 3 mL 
de medio completo nuevo o 5 mL dependiendo de la confluencia, sí se desea se 
puede suplementar con mayor porcentaje de SFB para que el proceso sea más 
exitoso. El medio de cultivo puede ser reemplazado cada 3 d, esto depende de la 
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confluencia inicial, hasta obtener una confluencia aproximada del 90% para 
empezar a realizar subcultivos o pasajes. 
1.2.2 Desprendimiento celular 
Para desprender las células adheridas a la superficie de la caja de cultivo se usa 
la solución de tripsina (Anexo 1.1.3). Las cajas con 70-90% de confluencia son las 
adecuadas para hacer un subcultivo o montar experimento, lo primero que se hace 
es verificar el estado general de la caja de cultivo al microscopio invertido. Luego, 
en cabina se retira el medio de cultivo y se lava la monocapa de células con PBS 
(Anexo 1.1.2). A frascos de cultivo de 25 cm2 se le adiciona 1 mL de la solución de 
tripsina y a frascos de 75 cm2 se le adicionan 2 mL, aunque esto puede variar de 
acuerdo a la confluencia celular, el tipo celular y la temperatura. 
Después de adicionar la solución de tripsina, la caja se coloca en la incubadora y 
cada 30 seg se monitorea al microscopio invertido el porcentaje de células 
desprendidas para inactivar la tripsina en el momento adecuado (antes que las 
células presenten daño de la membrana celular), el tiempo que tardan las células 
en desprenderse depende de la confluencia celular, el tipo celular y la 
temperatura, las células CAD se desprenden con esta solución a 37°C en menos 
de 1 minuto, por eso es importante monitorear al microscopio invertido para 
inactivar la tripsina a tiempo. El proceso de tripsinización se detiene adicionando 8 
mL de medio completo, esto también se puede hacer sólo diluyendo la tripsina con 
medio libre de SFB o PBS, pero esto no es recomendado para las células CAD 
porque estas células son muy sensibles a la tripsina. Incluso, las células CAD se 
pueden desprender por medios mecánicos, sin necesidad de usar tripsina, con 
pipeteo seriado y dando golpes secos en la caja. 
Después que las células se encuentran desprendidas se procede a recogerlas en 
un Falcon estéril de 15 mL, tapar el tubo, cubrir la tapa con papel parafilm y 
centrifugar por 5 min a 1.200 rpm, se obtiene el pellet. En cabina, se descarta el 
medio, las células se resuspenden en 1 mL de medio de cultivo sin SFB y se 
realiza el conteo celular (Anexo 1.2.4). 
1.2.3 Subcultivos celulares de células CAD y montaje de cajas de 96, 24 y 6 
pozos 
Cuando las células se encuentran a una confluencia del 70-90% se procede a 
subcultivar para asegurar el crecimiento exponencial de las células. El subcultivo 
celular permite controlar la densidad del inóculo inicial y trabajar en condiciones de 
crecimiento óptimas para la línea celular. El número de pases indica cuántas 
veces se ha subcultivado la línea celular. Es importante trabajar con células con 
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pocos pases porque las líneas celulares tienden a ser inestables, de manera que 
algunas características fisiológicas y morfológicas del cultivo pueden cambiar con 
el tiempo. Este estudio inicio con células CAD pase 15 y a la fecha (después de 3 
años) las células se encuentran en pase 25. Los experimentos realizados en este 
estudio se montaron con células de pases en un rango de 15-20. 
El medio de los frascos seleccionados para este procedimiento se retira con pipeta 
de vidrio estéril y pipeteador eléctrico o por succión por bomba de vacío, se lava 1 
vez con 6 mL de PBS (Anexo 1.1.2), y se lleva a cabo el desprendimiento celular 
enzimático con tripsina (Anexo 1.2.2). 
Una vez conocido el número de células vivas (Anexo 1.2.4) se dispone a realizar 
los cálculos de acuerdo a la referencia de la Tabla A. 1.3 y se siembran las cajas 
necesarias dependiendo de los experimentos planificados, para el montaje de las 
diferentes cajas se realiza el cálculo y se suma el 10 % que corresponde al posible 
error por pipeteo. Cuando el número de células obtenidas, supera el de las 
requeridas para montar el experimento se procede a criopreservar el excedente, 
un millón de células por criotubo (Anexo 1.2.4). 
 
Caja de 
Cultivo 
Volumen 
por pozo 
Número de 
células por 
pozo 
Volumen 
total por 
caja 
Número total 
de células 
por caja 
Volumen 
total + 
10% 
Número total 
de células + 
10% 
96 pozos 200 μL 7.000 19,2 mL 672.000 21,12 mL 739.200 
24 pozos  500 μL 62.500 12 mL 1'500.000 13,2 mL 1'650.000 
6 pozos  2000 μL 250.000 12 mL 1'500.000 13,2 mL 1'650.000 
* 60 pozos  200 μL 7.000 12 mL 420.000 13,2 mL 462.000 
 
Tabla A. 1.3 Referencia para la siembra de células CAD diferenciadas en cajas de 96, 24 y 6 
pozos. Las cajas sembradas de acuerdo a estas referencias presentan una confluencia del 70%. 
En cajas de 96 pozos los pozos de los bordes no se usan por lo tanto sólo se usan 60 pozos con 
células. 
1.2.4 Criopreservación de células CAD 
El proceso de criopreservación es fundamental para el mantenimiento del cultivo 
ya que permite almacenar gran cantidad de células en diferentes pases que serán 
usados posteriormente sin límite de tiempo. Además, permite tener un stock de 
células frente a cualquier eventualidad, por eso es necesario que este proceso se 
lleve a cabo de manera correcta para que el proceso de descongelamiento sea 
exitoso. 
154 
 
Un aspecto fundamental en el proceso de criopreservación es que las células 
deben encontrarse en fase exponencial de crecimiento, por esta razón la 
confluencia ideal para congelar es del 70%. En cabina, se retira el medio, se lavan 
con PBS estéril (Anexo 1.1.2), se desprenden con tripsina (Anexo 1.2.2), se 
recogen en un falcón estéril de 15 mL, se tapa el tubo, se cubre la tapa con papel 
parafilm, se centrifugan por 5 min a 1.200 rpm. En cabina, se descarta el medio, el 
pellet de células se resuspende en 1 mL de medio para contar (Anexo 1.2.4), 
teniendo el número de células se realizan los cálculos para congelar por vial un 
millón de células. Un millón de células se resuspenden en 900 μL de SFB en un 
criotubo y luego se adiciona gota a gota 100 μL de DMSO grado cultivo celular, se 
resuspende esta solución y se tapa cada criotubo.  
Rápidamente, los criotubos se colocan en la cámara de criopreservación, y ésta se 
coloca en un congelador a -20°C, la cámara contiene isopropanol lo que permite 
que la temperatura baje de forma gradual para evitar la formación de cristales. Al 
día siguiente, la cámara se pasa a la nevera de -70°C, posteriormente, 24 h 
después, los criotubos se llevan a nitrógeno líquido. Cada criotubo debe ser 
marcado de manera clara con el nombre de la línea celular, la fecha, el número 
exacto del pase celular y el nombre de la persona que realiza el procedimiento (los 
criotubos se deben marcar antes de adicionar las células). El DMSO es 
anticongelante, que si bien no impide la formación de cristales, si hace que estos 
sean muy pequeños para no romper la membrana celular y de esta manera es 
posible mantener la integridad celular bajo condiciones de criopreservación. 
1.2.5 Conteo y viabilidad celular por exclusión de azul tripán 
Cada vez que sea necesario conocer el número de células viables y valorar la 
evolución del cultivo se debe seguir el siguiente procedimiento de conteo celular, 
para lo cual se usa el azul de tripán, un colorante vital que permite diferenciar las 
células viables (no teñidas) de las no viables (teñidas de azul). La tinción con azul 
de tripán y la utilización de una cámara de Neubauer permiten hacer medidas de 
viabilidad y densidad celular (número de células/mL), y así asegurar el número de 
células necesarias u óptimas antes de congelar o realizar cualquier experimento. 
El pellet celular obtenido después del proceso de desprendimiento celular (Anexo 
1.2.2) se resuspende en 1 mL de medio sin SFB , se agita bien la suspensión y se 
toma una alícuota de 20 μL a la cual se le adicionan 20 μL de azul de tripán, es 
decir se hace una dilución 1:2, se mezcla bien y se llenan ambos retículos de la 
cámara de Neubauer cada uno con 10 μL; se deja en reposo aproximadamente 1 
minuto para que las células precipiten; transcurrido este tiempo, se observan en el 
microscopio para verificar que la disposición celular sea homogénea y que el 
número de células sea el adecuado para realizar el conteo, es decir que no halla 
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demasiadas células, lo cual imposibilitaba un conteo confiable, sí esto ocurre se 
debe diluir la mezcla de células y volver a montar la cámara. 
Se cuentan los cuatro cuadrantes de las esquinas de ambos retículos teniendo en 
cuenta que las células ubicadas sobre las líneas límites superior y derecha de 
cada cuadrante se incluyen en el conteo. Esta técnica permite diferenciar las 
células vivas de las muertas, ya que estas últimas se tiñen de azul debido a que el 
daño en su membrana permite la inclusión del colorante azul, por eso las células 
muertas se observan de color azul, mientras que las células vivas se ven 
refringentes. 
Para reportar el número de células vivas por mL se tiene en cuenta el número de 
cuadrantes contados (8 cuadrantes cada uno con un volumen de 0,1 mm3) y el 
factor de dilución, con estos datos se aplicaba la siguiente ecuación: 
 
 
Otro dato necesario de conocer para evaluar la calidad del procedimiento de 
congelación-descongelación e incluso del desprendimiento celular con tripsina, es 
el porcentaje de viabilidad, que está definido como la relación porcentual de 
células vivas en células totales. Un correcto procedimiento debe arrojar un 
porcentaje de viabilidad >85 %, de lo contrario es necesario revisar los protocolos, 
y si fuera el caso modificarlos con el fin de asegurar la mayor viabilidad posible. 
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ANEXO 2. DETERMINACIÓN DE LA DOSIS LETAL 50 PARA LAS 
NEUROTOXINAS 
2.1 Rotenona  
Descripción: Toxina mitocondrial, inhibidor competitivo y reversible 
del complejo I (NADH CoQ Reductasa) 
Formula molecular:  C23H22O6 
Otros nombres:  Rotenona, Tubatoxin, Paraderil 
Peso molecular:   394,41g 
Solubilidad:  Cloroformo: 50 mg/mL; DMSO: 50 mg/mL; Etanol: 5 
mg/mL; poco soluble en agua 15 mg/L a 100°C y 0,02 
mg/L a 20°C. 
Densidad:   1,27 g/cm3a 20°C  
Temp. de Melting:   165-166°C 
Pureza:   >=98% por TLC 
Referencia:   SIGMA R8875 
Almacenamiento:  Temperatura ambiente (20°C), protegido de la luz, 
después de reconstituir este producto se puede 
almacenar hasta por tres años a-70°C. Los desechos 
con rotenona deben ir a la bolsa roja. 
1 M:  394,42 g/L 
1 M: 0,39442 g/mL 
1 mM: 0,39442 mg/mL 
2.1.1 Stock inicial 10 mM rotenona en DMSO 
En balanza analítica, pesar 5 mg de rotenona (0,005 g) y disolverlo en 1,268 mL 
de DMSO (previamente filtrado), usar vortex, proteger de la luz, reacción 
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exotérmica, finalmente la solución toma un color amarillo traslúcido, asegúrese 
que no queden precipitados. La concentración de esta solución es de 10 mM, en 
100 %  de DMSO.  Este stock en 100% de  DMSO se  puede alicuotar y guardar a 
-70°C hasta por tres años.  
2.1.2 Stock de trabajo 1 mM rotenona 
Tomar 100 μL del stock 10 mM de rotenona y adicionar 900 μL de agua destilada 
estéril, a partir de este stock de trabajo realizar diluciones seriadas 1:10 (rotenona: 
agua), para obtener las siguientes concentraciones 100 µM, 10 µM y 1 µM. Se 
debe aplicar vortex y sonicar por 5 min con el propósito de evitar la formación de 
precipitados al aplicar los tratamientos (este procedimiento se debe realizar 
protegiendo de la luz).  
2.1.3 Aplicación de tratamientos de rotenona en cajas de 96 
Con el propósito de determinar la Dosis Letal 50 de la rotenona en células CAD 
diferenciadas, se probaron diferentes dosis y tiempos de exposición de la 
neurotoxina rotenona. Las concentraciones evaluadas se presentan en la Tabla A. 
2.1, y los tiempos evaluados fueron 6, 24 y 48 h, esto se realiza en cajas de 96 
pozos (Anexo 1.2.3), en la Figura A. 2.1 se esquematiza el procedimiento 
completo con la prueba de MTT (Anexo 3.1) y LDH (Anexo 3.2) y en la Figura A. 
2.2 se muestra el diseño experimental. Los datos presentados en los resultados 
corresponden a tres experimentos independientes, cada uno con tres replicas. 
 
Concentración del 
tratamiento con rotenona Stock 96 pozos 200 μL 6 pozos   2 mL 
25 µM 1 mM 5 µL 50 µL 
5 µM 1 mM 1 µL 10 µL 
1 µM 10 µM 20 µL 200 µL 
500 nM 10 µM 10 µL 100 µL 
250 nM 10 µm 5 µL 50 µL 
50 nM 100 µM 10 µL 10 µL 
Tabla A. 2.1 Tratamientos con rotenona. La tabla relaciona la concentración de rotenona con el 
stock de solución del cual se debe aplicar el tratamiento. Cada una de estas concentraciones se 
evaluó a diferentes tiempos 6, 24 y 48 h. 
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1. Retirar cuidadosamente la cantidad de medio según corresponda, de 
acuerdo a la concentración del tratamiento y el volumen final del pozo, para cajas 
de 96 pozos tercera columna y para cajas de 6 pozos cuarta columna de la Tabla 
A. 2.1. 
2. Aplicar el volumen de la solución de rotenona teniendo en cuenta la 
concentración del tratamiento, el stock de la solución y el volumen final del pozo 
(Tabla A. 2.1). 
3. Los tratamientos se montaron por triplicado en tres diferentes tiempos 6, 24 
y 48 h. 
4. Cumplido el tiempo de incubación especifico para cada tratamiento aplicar 
las pruebas de viabilidad celular MTT (Anexo 3.1) y LDH (Anexo 3.1). 
 
Siembra de 
células CAD en 
medio de 
diferenciación
72 h
Aplicación de 
tratamientos con 
rotenona
48 h
24 h
6 h
Adición del MTT
2 h
Lisis y 
solubilización
de los cristales
Lectura a 
550 nm
2 h
A
 
Siembra de 
células CAD en 
medio de 
diferenciación
72 h
Aplicación de 
tratamientos con 
rotenona
48 h
24 h
6 h
LDH
30 min
Adición de la 
solución  STOP y 
lectura a 490 nm
B
 
Figura A. 2.1 Esquema de los experimentos con rotenona. Las células CAD se siembran en 
cajas de 96 pozos, a una densidad de 7.000 células en 200 μL de medio de diferenciación (sin SFB 
y 50 ng/mL de sodio selenita), transcurridas 72 h de la diferenciación se adicionan los diferentes 
tratamientos con rotenona (dosis-tiempo) y transcurrido el tiempo de incubación específico de cada 
uno se realiza el ensayo de viabilidad celular. A. MTT y B. LDH. 
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A 
 
  
6 h (3-5) 24 h (6-8) 48 h (9-11) 
 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 
            B 
 
Control 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 
 C 
 
Control 5 μM 5 μM 5 μM 5 μM 5 μM 5 μM 5 μM 5 μM 5 μM 
 D 
 
Control 1 μM 1 μM 1 μM 1 μM 1 μM 1 μM 1 μM 1 μM 1 μM 
 E 
 
Control 500 nM 500 nM 500 nM 500 nM 500 nM 500 nM 500 nM 500 nM 500 nM 
 F 
 
Control 250 nM 250 nM 250 nM 250 nM 250 nM 250 nM 250 nM 250 nM 250 nM 
 G 
 
Control 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 
 H 
             
B 
  
6 h (3-5) 24 h (6-8) 48 h (9-11) 
 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 
            B C. Medio Control 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 
 C C. Medio Control 5 μM 5 μM 5 μM 5 μM 5 μM 5 μM 5 μM 5 μM 5 μM 
 D C. Medio Control 1 μM 1 μM 1 μM 1 μM 1 μM 1 μM 1 μM 1 μM 1 μM 
 E 
 
C. Lisis 500 nM 500 nM 500 nM 500 nM 500 nM 500 nM 500 nM 500 nM 500 nM 
 F 
 
C. Lisis 250 nM 250 nM 250 nM 250 nM 250 nM 250 nM 250 nM 250 nM 250 nM 
 G 
 
C. Lisis 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 
 H 
             
Figura A. 2.2 Diseño experimental para tratamientos con rotenona. Las células CAD se siembran en cajas de 96 pozos, a una densidad 
de 7.000 células en 200 μL de medio de diferenciación (si n SFB y 50 ng/mL de sodio selenita), en los pozos de los bordes no se siembran 
células sólo se colocan 200 μL de  medio de diferenciación. Transcurridas 72 h de la diferenciación se adicionan los diferentes tratamientos 
de rotenona (dosis-tiempo) y transcurrido el tiempo de incubación específico de cada uno se realiza el ensayo de viabilidad celular. A. MTT 
y B. LDH. 
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2.2   6-Hidroxidopamina 
Descripción: Neurotoxina que destruye terminaciones 
catecolaminérgicas  
Formula molecular:  (HO)3CH2 CH2 NH2 HBr 
Otros nombres: 2,4,5-Trihydroxyphenethylamine hydrochloride, 2,5-
Dihydroxytyramine hydrochloride, 2-(2,4,5-
Trihydroxyphenyl) ethylamine hydrochloride, 6-OHDA 
Peso molecular:   250,09 g 
Solubilidad:   50 mg/mL (5%) H2O 
Pureza:   >=95%  
Referencia:   SIGMA 162957 
Almacenamiento:  Temperatura ambiente (20°C), protegido de la luz, 
después de reconstituir este producto se oxida muy 
rápido, se debe almacenar a-70°C y puede permanecer 
hasta por un mes. Los desechos con 6-OHDA deben ir 
a la bolsa roja. 
2.2.1 Stock inicial 10 mM 6-OHDA 
En balanza analítica, pesar 2,5 mg de 6-OHDA (0,0025 g) y disolverlos en 1 mL de 
una solución de ácido ascórbico al 0,15% (Anexo 2.2.3); libre de oxígeno, esta 
solución toma un color rosado translúcido, si se oxida presenta color rojo-marrón 
oscuro, este procedimiento debe realizarse muy rápido, en frío y protegido de la 
luz, porque la 6-OHDA se oxida muy rápido, por esta razón se prepara en ácido 
ascórbico un antioxidante, asegúrese que no queden precipitados. Este stock se 
puede alicuotar y guardar a -70°C hasta por un mes, protegido de la luz. 
2.2.2 Stock de trabajo 1 mM 6-OHDA 
Tomar 100 μL del stock 10 mM de 6-OHDA y adicionar 900 μL de la solución de 
ácido ascórbico 0,15% (Anexo 2.2.3). Esto igualmente se debe realizar muy 
rápido, protegido de la luz y en frío. 
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2.2.3 Solución de ácido ascórbico 0,15% 
Pesar 15 mg de ácido ascórbico (0,015 g) y disolverlos en 10 mL de agua 
destilada estéril en un tubo Falcon estéril de 15 mL. Almacenar a 4°C.  
2.2.4 Aplicación de tratamientos de 6-OHDA en cajas de 96 
Inicialmente, para encontrar una dosis adecuada para llevar a cabo los posteriores 
ensayos con 6-OHDA, se realizaron pruebas en cajas de 96 pozos, se sembraban 
7.000 células CAD diferenciadas por pozo en un volumen final de 200uL (Anexo 
1.2.3), con el propósito de evaluar la actividad mitocondrial y la viabilidad celular 
frente a la acción de la 6-OHDA en dosis-tiempo (Tabla A. 2.2 y Figuras A. 2.3 y A. 
2.4). 
 
Concentración del 
tratamiento con 6-OHDA Pozos de 200 μL Pozos de 500 μL Pozos de 2 mL 
Ac. Ascórbico 0,15% 40 μL 100 μL 400 μL 
25 μM 5 μL 12,5 μL 50 μL 
50 μM 10 μL 25 μL 100 μL 
100 μM 20 μL 50 μL 200 μL 
150 μM 30 μL 75 μL 300 μL 
200 μM 40 μL 100 μL 400 μL 
 
Tabla A. 2.2 Tratamientos con 6-OHDA. La solución stock  de 6-OHDA es de 1 mM. Cada una de 
las concentraciones  de  la  columna 1 se evaluaron a diferentes tiempos 15 min, 30 min, 1 h, 6 h, 
18 h, 24 h, 48 h y 72 h en cajas de 96 pozos. El volumen de acido ascórbico 0,15% que se 
adiciona como control del vehículo de la 6-OHDA corresponde al volumen de la dosis máxima. 
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Siembra de 
células CAD en 
medio de 
diferenciación
48 h
Aplicación de 
tratamientos con  
6-OHDA
72 h
48 h
24 h
Adición del MTT
2 h
Lisis y 
solubilización
de los cristales
Lectura a 
550 nm
2 h
A
6 h
1 h
30 min
15 min   
Siembra de 
células CAD en 
medio de 
diferenciación
48 h
Aplicación de 
tratamientos con  
6-OHDA
72 h
48 h
24 h
LDH
30 min
Adición de la 
solución  STOP y 
lectura a 490 nm
B
6 h
1 h
30 min
15 min  
Figura A. 2.3 Esquema de los experimentos con 6-OHDA. Las células CAD se siembran en 
cajas de 96 pozos, a una densidad de 7.000 células en 200 μL de medio de diferenciación (sin SFB 
y 50 ng/mL de sodio selenita), transcurridas 48 h de la diferenciación se adicionan los diferentes 
tratamientos con rotenona (dosis-tiempo) y transcurrido el tiempo de incubación específico de cada 
uno se realiza el ensayo de viabilidad celular. A. MTT y B. LDH.  
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A. 
  
24 h (3-5) 48 h (6-8) 72 h (9-11) 
 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 
            B 
 
Control Ác. Asc. Ác. Asc. Ác. Asc. Ác. Asc. Ác. Asc. Ác. Asc. Ác. Asc. Ác. Asc. Ác. Asc. 
 C 
 
Control 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 
 D 
 
Control 50 μM 50 μM 50 μM 50 μM 50 μM 50 μM 50 μM 50 μM 50 μM 
 E 
 
Control 100 μM 100 μM 100 μM 100 μM 100 μM 100 μM 100 μM 100 μM 100 μM 
 F 
 
Control 150 μM 150 μM 150 μM 150 μM 150 μM 150 μM 150 μM 150 μM 150 μM 
 G 
 
Control 200 μM 200 μM 200 μM 200 μM 200 μM 200 μM 200 μM 200 μM 200 μM 
 H 
             
B.  
  
24 h (3-5) 48 h (6-8) 72 h (9-11) 
 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 
            B C. Medio Control Ác. Asc. Ác. Asc. Ác. Asc. Ác. Asc. Ác. Asc. Ác. Asc. Ác. Asc. Ác. Asc. Ác. Asc. 
 C C. Medio Control 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 25 μM 
 D C. Medio Control 50 μM 50 μM 50 μM 50 μM 50 μM 50 μM 50 μM 50 μM 50 μM 
 E 
 
C. Lisis 100 μM 100 μM 100 μM 100 μM 100 μM 100 μM 100 μM 100 μM 100 μM 
 F 
 
C. Lisis 150 μM 150 μM 150 μM 150 μM 150 μM 150 μM 150 μM 150 μM 150 μM 
 G 
 
C. Lisis 200 μM 200 μM 200 μM 200 μM 200 μM 200 μM 200 μM 200 μM 200 μM 
 H 
             
Figura A. 2.4 Diseño experimental para tratamientos con 6-OHDA. Las células CAD se siembran en cajas de 96 pozos, a una densidad 
de 7.000 células en 200 μL de medio de diferenciación (sin SFB y 50 ng/mL de sodio selenita), en los pozos de los bordes no s e siembran 
células sólo se colocan 200 μL de  medio de diferenciación. Transcurridas 48 h de la diferenciación se adicionan los diferentes tratamientos 
de 6-OHDA (dosis-tiempo) y transcurrido el tiempo de incubación específico de cada uno se realiza el ensayo de viabilidad celular. A. MTT 
y B. LDH. 
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2.3 C2-ceramida 
La dosis letal 50 para la C2-ceramida en células ha sido establecida por estudios 
previos del grupo de Neurociencias de la Universidad Nacional de Colombia 
(Arboleda et al., 2005; Rodríguez et al., 2006).  
2.3.1 Preparación de C2-ceramida para tratamientos 
1. Realizar un stock en DMSO de C2-ceramida 50 mM, alicuotar en tubos 
estériles 10 μL por tubo y almacenar a -20°C protegidos de la luz 
2. Preparar el stock de trabajo 1 mM. A 10 μL de C2-cermida 50 mM se le 
adicionan 490 μL de D-MEM/F12 estéril. Dar vortex hasta que la solución se 
observe homogénea. 
3. Agregar el volumen necesario a las células según lo indica la Tabla A. 2.3. 
La C2-ceramida se debe adicionar a las células, inmediatamente, después de dar 
vortex, porque la ésta es un lípido y se precipita muy rápido en la solución 1 mM. 
 
Concentración del tratamiento 
con C2-ceramida a partir de un 
stock 1 mM 
Pozos de        
200 μl 
Pozos de          
500 μL 
Pozos de          
2 mL 
25 μM – 6 h 5 μL 12,5 μL 50 μL 
10 μM – 24 h 2 μL 5 μL 20 μL 
 
Tabla A. 2.3 Tratamientos con C2-ceramida. La tabla indica el volumen de C2-ceramida que se 
debe adicionar a partir de un stock C2- ceramida 1 mM según la concentración del tratamiento y el 
volumen de los pozos de cultivo a tratar.  
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ANEXO 3. VIABILIDAD CELULAR 
3.1 MTT 
El ensayo del MTT se utilizó para establecer la dosis letal 50 para las 
neurotoxinas, rotenona y 6-OHDA. El ensayo de MTT también llamado prueba de 
inhibición de la succinato deshidrogenasa (complejo III de la cadena respiratoria 
mitocondrial), permite evaluar la viabilidad celular mediante la metabolización de 
un compuesto cuyo producto resultante es medible colorimétricamente. La 
metabolización sólo es realizada por parte de las células viables, mientras que las 
células cuya maquinaria celular se encuentra parada o aquellas que han muerto 
no consiguen metabolizarlo.  
La viabilidad celular se determina midiendo la reducción de la actividad 
deshidrogenasa mitocondrial a partir de la rotura del anillo de tetrazolio del 
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5 difenil tetrazolio, reactivo MTT, que genera 
un producto medible colorimétricamente, denominado sal de formazán (Mosmann, 
1983). 
Esta sal es un compuesto cromogénico insoluble en medio acuoso, pero soluble 
en disolventes orgánicos y que se puede utilizar como medida de la viabilidad 
celular siendo la absorbancia de la cantidad de formazán formado proporcional al 
número de células viables (metabólicamente activas) (Mosmann, 1983). 
Dependiendo del disolvente usado, la longitud de onda de máxima absorción de la 
sal de formazán varía, por ejemplo cuando los cristales se disuelven en DMSO se 
debe leer a 492 nm, en este estudio los cristales de formazán se disolvieron en el 
buffer de lisis MTT (Anexo 3.1.2) por lo cual la longitud de onda empleada para 
medir su absorción fue 550 nm en un espectrofotómetro de placas de 96. 
El procedimiento se lleva a cabo en cabina de seguridad biológica y se usan cajas 
de 96 pozos. Las células se siembran a una densidad de 7.000 células por pozo 
en un volumen de 200 μL de medio de diferenciación (sin SFB y 50 ng/mL de 
sodio selenita) (Anexo 1.2.3) y tratadas tal como se explica en el Anexo 2. Una vez 
cumplidos los tiempos de incubación específicos para cada uno de los 
tratamientos se remueven 100 μL de medio de cada pozo, y se adicionan 20 μL de 
la solución de MTT (5mg/mL) (Anexo 3.1.1), y las placas se incuban durante 2 h a 
37°C, 5 % de CO2; luego del periodo de incubación se remueve todo el medio con 
micropipeta, teniendo la precaución de no retirar los cristales de formazán. En el 
caso de la 6-OHDA se realiza un lavado suave con PBS antes del siguiente paso. 
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Posteriormente, a cada pozo se le adicionan 100 μL del buffer de 
lisis/solubilización MTT (Anexo 3.1.2) para disolver los cristales de formazán, se 
cubre la placa con papel aluminio y se incuba por 1 h a 37°C, también se puede 
poner a agitar a temperatura ambiente por 2 h. Antes de realizar la lectura en el 
espectrofotómetro, las placas se deben visualizar en el microscopio invertido para 
revisar que los cristales se encuentren totalmente disueltos, luego de comprobar 
esto se procede a registrar la absorbancia de cada pozo en el lector de placas de 
96 a una longitud de onda de 550 nm o 595 nm.  
Los resultados de viabilidad se expresan como porcentaje de densidad óptica con 
respecto a los controles que corresponden a células a las cuales no se les aplica 
ningún tratamiento considerando que éstos poseen un porcentaje de viabilidad del 
100%. 
3.1.1 Solución MTT 
El reactivo de MTT para los ensayos de viabilidad se disuelve a una concentración 
de 5 mg/mL en PBS (Anexo 1.1.2). Para esto se pesan 250 mg del MTT sólido y 
se disuelven en PBS hasta completar un volumen de 50 mL, luego la solución se 
esteriliza pasándola por un filtro para jeringa con poro de diámetro 0,22 μm y se 
conserva en un Falcon estéril de 50 mL, a 4 oC y protegido de la luz con papel 
aluminio, ya que es sensible a la luz. Todo el procedimiento se debe realizar en 
cabina. 
3.1.2 Buffer de lisis/solubilización MTT 
Mezclar 200 mL de dimetilformamida con 150 mL de dH2O. Llevar a pH 4,7 con 
ácido acético, adicionar 40 g de SDS y cuando este haya solubilizado ajustar el 
volumen final a 400 mL con dH2O. Alicuotar en Falcon de 50 mL y guardar a 4°C, 
a esta temperatura el buffer se congela, por eso previo a la solubilización de los 
cristales de formazán se debe pre-calentar el buffer a 37°C para que en el 
momento de su uso esté descongelado. 
3.2 LDH 
Con el propósito de determinar la viabilidad celular se uso CytoTox 96® Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, G1781), esta técnica mide 
cuantitativamente la liberación de la lactato deshidrogenasa (LDH) por 
colorimetría. La LDH es una enzima estable en el citoplasma y es liberada de la 
célula después de su lisis celular. Para determinar cuantitativamente la liberación 
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de LDH por varios años se han usado métodos con sales de tetrazolium en 
conjunción con diaforasa u otro aceptor de electrones (Nachlas et al., 1960; 
Korzeniewski y Callewaert, 1983; Decker y Lohmann-Matthes, 1988). La formula 
general de la reacción de esta técnica es: 
LDH 
NAD+ + Lactato → Piruvato + NADH 
Diaforasa (aceptor de electrones) 
NADH + Sal de tetrazolium → NAD+ + Formazán (rojo) 
La LDH liberada de las células lisadas permanece en el medio de cultivo, se 
toman 50 μL del medio de cultivo y se incuban con el sustrato de la enzima por 30 
min, el proceso que se lleva a cabo es la conversión de la sal de tetrazolium a un 
producto de formazán rojo. La intensidad del color formado es proporcional al 
número de células lisadas. Por lo tanto, esta técnica puede ser útil para determinar 
la citotoxicidad mediada por químicos u otros agentes, así como determinar el 
número total de células. 
3.2.1 Procedimiento LDH 
1. Transferir 50 μL del sobrenadante de cada uno de los tratamientos, 
controles del experimento y los controles específicos para LDH (Anexo 3.2.2) a 
una caja nueva de 96 pozos. 
2. Reconstituir la mezcla de sustrato (Substrate mix) con el buffer (Assay 
buffer), 12 mL de buffer por frasco de mezcla de sustrato, seguir las indicaciones 
del proveedor. Después de reconstituido el sustrato almacenar a -20 °C. Se debe 
procurar mantener frio y protegido de la luz durante la aplicación y no es necesario 
descongelarlo totalmente en el próximo uso. 
3. Adicionar 50 μL del sustrato reconstituido a cada muestra (tratamientos y 
controles), tapar la caja con papel aluminio para proteger de la luz e incubar a 
temperatura ambiente por 30 min. 
4. Transcurridos los 30 min, inmediatamente, adicionar 50 μL a cada pozo de 
la solución de parada (Stop solution). 
5. Leer la placa de 96 pozos a 490 nm y registrar los datos. El análisis de los 
datos se realiza teniendo en cuenta los controles (Anexo 3.2.2). 
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3.2.2 Controles para LDH 
Se debe contar con dos controles para llevar a cabo el análisis de los datos de 
viabilidad por LDH, estos también se deben realizar por triplicado. 
3.2.2.1 Control del medio de cultivo 
Corresponde al background del medio de cultivo dado por el rojo fenol y por la 
LDH presente en el SFB. El valor de la absorbancia de este control se obtiene a 
partir de 50 μL del medio de cultivo (sin células) en el cual se ha llevado a cabo el 
experimento y es usado para normalizar todos los valores obtenidos de 
absorbancia de las muestras y del control de lisis total o lisis 100 %. 
3.2.2.2 Control de lisis total o lisis 100 % 
Corresponde al número total de células lisadas, lo cual indica el 100% de muerte 
celular. Estos controles se deben preparar con anterioridad, calculando que se 
tenga el sobrenadante de estos al mismo tiempo que el de las muestras del 
experimento para realizar el montaje en la placa de 96 de manera adecuada. 
- Cajas de 96 pozos: Tres pozos de células control se tratan de forma 
independiente con 10 μL del buffer de lisis (Tritón 0,8%) por cada 100 uL de medio 
de cultivo y se incuban por 45 min a 37°C. Después de esto se obtienen los 50 μL 
de sobrenadante que se transfieren a la caja nueva de 96 pozos. 
- Cajas de 24 o 6 pozos: El plato con las células control de lisis se saca de la 
incubadora y se llevan rápidamente a -70°y se congelan por 45 min. Luego se 
descongelan y se dejan a temperatura ambiente por otros 30 min. Posterior a esto 
se recoge todo el medio de cada pozo junto con las células lisadas y se centrifuga 
a 900 rpm por 4 min. 50 μL de este sobrenadante se transfieren a la caja nueva de 
96 pozos.  
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ANEXO 4. TRANSFORMACIÓN DE BACTERIAS Escherichia coli JM109 Y 
PURIFICACIÓN DE LOS PLÁSMIDOS RECOMBINANTES 
Inicialmente, se transformaron bacterias Escherichia coli JM109, con los plásmidos 
pcDNA3.1 V5/HIS y pcDNA3.1 V5/HIS DJ-WT, donados por el Dr. Cookson MR 
del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos para luego llevar a cabo la 
purificación de los plásmidos (pcDNA3.1 V5/HIS, pcDNA3.1 V5/HIS DJ-WT), los 
productos de esta purificación fueron cuantificados y usados para la transfección 
de las células CAD con el fin de sobreexpresar la proteína DJ-1 humana silvestre 
en células CAD. 
4.1 Transformación de bacterias Escherichia coli JM109 con plásmidos 
recombinantes 
4.1.1 Medio LB líquido 
La preparación del medio LB se realiza por componentes según las siguientes 
especificaciones: 
Para 1 L de medio líquido se pesan 10 g de Bacto® triptona, 5 g de Bacto ® 
extracto de levadura, 5 g de cloruro de sodio (NaCl). Disolver todos los 
componentes en 800 mL de H2O dd, cuando la solución esté homogénea se 
completa a 1 L H2O dd. Ajustar a pH 7.0 con NaOH. Finalmente, se esteriliza con 
calor húmedo en autoclave (120 libras de presión, 120°C, 20 min). 
4.1.2 Medio LB sólido 
Pesar 10 g de Bacto® triptona, 5 g de Bacto ® extracto de levadura, 5 g de cloruro 
de sodio (NaCl) y 15 g de Bacto® agar. Disolver la triptona, el extracto de levadura 
y el cloruro de sodio en 800 mL de H2O dd, cuando la solución esté homogénea 
ajustar a pH 7.0 con NaOH, luego adicionar los 15 g de agar y completar a 1 L con 
H2O dd. Finalmente, se esteriliza con calor húmedo en autoclave (120 libras de 
presión, 120°C, 20 min). 
Después de esterilizar se deja enfriar hasta 50°C y bajo condiciones de esterilidad 
y con mechero se sirve en cajas de Petri estériles, aproximadamente 30 mL para 
cajas de 85 mm, luego de gelificado el medio las cajas se tapan, se marcan y se 
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guardan a 4°C hasta el momento de su uso, las cajas pueden permanecer 
almacenadas a 4°C hasta por un mes y a temperatura ambiente una semana. 
4.1.3 Medio LB líquido y sólido con ampicilina 100 μg/mL 
El medio LB con antibiótico (ampicilina 100 μg/mL) se usa para seleccionar las 
bacterias transformadas con los plásmidos, los cuales le confieren a las células E. 
coli resistencia a la ampicilina. 
Para preparar 1 L de medio LB con ampicilina 100 μg/mL, bajo condiciones de 
esterilidad y con mechero a un 1 L de medio LB líquido estéril (Anexo 4.1.1) y a 
temperatura ambiente, se le adicionan 2 mL de la solución de ampicilina 50 mg/mL 
(Anexo 4.1.3.1). 
Para preparar medio sólido con ampicilina 100 μg/mL, bajo condiciones de 
esterilidad y con mechero, a 500 mL de medio LB sólido estéril y 50°C de 
temperatura (Anexo 4.1.2) se le adiciona 1 mL de la solución de ampicilina 50 
mg/mL (Anexo 4.1.3.1), se resuspende y se sirve en cajas de Petri estériles, 
aproximadamente 30 mL para cajas de 85 mm, luego de gelificado el medio las 
cajas se tapan, se marcan y se guardan a 4°C hasta el momento de su uso, las 
cajas pueden permanecer almacenadas a 4°C hasta por un mes y a temperatura 
ambiente una semana. 
4.1.3.1 Solución stock de ampicilina 50 mg/mL 
En balanza analítica, pesar 250 mg (0,25 g) de ampicilina sólida y en cabina 
disolver esta cantidad en 5 mL de agua destilada estéril en un Falcon estéril de 15 
mL, alicuotar en tubos de 1,5 mL estériles y almacenar en el congelador a -20°C 
hasta el momento de su uso, la solución se debe almacenar máximo hasta por un 
mes ya que el antibiótico va perdiendo efectividad con el tiempo después de ser 
reconstituido. Lo ideal es preparar la cantidad que se va a usar. 
4.1.4 Medio SOC 
Para preparar 100 mL de medio SOC se requiere: 
-  2 g de Bacto® triptona 
- 0,5 g de Bacto® extracto de levadura 
- 1 mL de 1M de NaCl 
- 0,25 mL de 1M de KCl 
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- 1 mL de 2M Mg2+ stock, esterilizada por filtración 
o 2M Mg2+ stock:  20,33 g MgCl2 6H2O 
24,65 g MgSO4 7H2O 
Adicionar H2O dd hasta 100 mL y esterilizar por 
filtración  
- 1 mL de 2M glucosa, esterilizada por filtración 
Adicionar la triptona, el extracto de levadura, el cloruro de sodio (NaCl) y el cloruro 
de potasio (KCl) a 97 mL de H2O dd, agitar hasta disolver, autoclavar y enfriar 
hasta temperatura ambiente. En cabina, adicionar la solución stock de 2M Mg2+ y 
la solución de 2M glucosa. Almacenar a 4°C hasta el momento de su uso. 
4.1.5 Medio de congelación para bacterias 
El medio de congelación de bacterias es medio LB líquido estéril con 30 % de 
glicerol estéril. Para preparar 10 mL de medio de congelación, bajo condiciones de 
esterilidad y con mechero, en un Falcon de 15 mL estéril se colocan 7 mL de 
medio LB estéril y se le adicionan 3 mL de glicerol estéril, se resuspende esta 
solución y se guarda a 4°C hasta el momento de su uso. 
4.1.6 Procedimiento de transformación de células E. coli JM109 con 
plásmidos recombinantes 
El proceso de transformación se realiza bajo condiciones de esterilidad y con 
mechero y todo el material usado en este proceso debe estar estéril. 
1. Sacar de la nevera de -70°C las células E. coli JM109 que se requieran 
para el experimento, cada tubo trae 200 μL y se requieren 50 μL por plásmido, 
adicionalmente se usan 50 μL para el control positivo y 50 μL para el control 
negativo, el tubo o los tubos con las células se colocan en un recipiente con hielo, 
aproximadamente por 5 min o hasta que descongelen, se pueden resuspender 
con pipeta y se debe evitar que las células estén a una temperatura superior de 
4°C. 
2.  Después de descongelar las células, mezclarlas suavemente por inversión, 
y transferir 50 μL a cada tubo de 1,5 mL estéril, previamente marcados (Control 1, 
Control 2 y los plásmidos). El número de tubos está determinado por el número de 
plásmidos y los dos controles. 
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3. Adicionar 1-50 ng de DNA plasmídico (en un volumen no superior a 10 μL). 
A los dos tubos controles no se les adiciona nada pero les realiza todo el 
procedimiento. Resuspender con la pipeta y agitar los tubos rápidamente varias 
veces (dando un golpe suave con el dedo índice en la parte inferior del tubo). 
Inmediatamente, poner los tubos en hielo por 10 min. 
4. Choque térmico: transferir todos los tubos al baño serológico, el cual debe 
estar exactamente a 42°C por 45-50 seg. No agitar. Inmediatamente, colocar 
todos los tubos en hielo por 2 min. 
5. Completar cada tubo a 1 mL con medio SOC 4°C (Anexo 4.1.4), según 
corresponda. Incubar en baño serológico por 60 min a 37°C con agitación 
constante (aproximadamente 225 rpm). Tapar los tubos con papel parafilm. 
6. Transcurrido el tiempo de incubación, sacar los tubos y centrifugar por 30 
seg a 5.000 rpm. Retirar 800 μL del sobrenadante con cuidado de no llevarse el 
pellet celular. Resuspender las células en los 200 μL de medio restantes y 
sembrar en cajas de Petri (medio LB sólido con antibiótico o sin antibiótico, según 
corresponda) (Figura A. 4.1). La siembra se debe realizar de manera masiva con 
un asa de vidrio triangular, después de la siembra las cajas se incuban a 37 °C 
hasta por 16 h.  
7.  Las colonias transformadas por el plásmido (colonias que crecen en medio 
LB sólido con ampicilina 100 μg/mL)  se deben repicar antes de las 16 h posterior 
al procedimiento de siembra e incubación de los platos, ya que pueden aparecer 
colonias satélites que crecen en el medio y no han insertado el plásmido. Para 
repicar las colonias, primero se deben identificar colonias aisladas, una sola 
colonia se toma con el asa metálica y se siembra por aislamiento en caja de Petri 
con medio LB sólido con ampicilina 100 μg/mL. Incubar a 37°C por 12-14 h. 
también se deben repicar los controles para probar el estado de los medios, las 
células E. coli JM109 sin transformar no deben crecer en medio LB con ampicilina 
100 μg/mL. Comprobar la inserción del plásmido (Anexo 4.1.7). 
8. Colocar una colonia a crecer en medio líquido LB con ampicilina 100 μg/mL, 
en un tubo Falcon de 15 mL e incubar a 37°C con agitación. También se deben 
poner a crecer en medio líquido los controles con el propósito de probar los 
medios. Las células JM109 sin transformar no deben crecer en medio LB con 
ampicilina 100 μg/mL. 
9. En Erlenmeyers de 250 mL poner a crecer las bacterias control en 200 mL 
de medio con y sin antibiótico y las bacterias transformadas en 200 mL de medio 
líquido con ampicilina 100 μg/mL, en agitación a 37°C, durante 16 – 21 h (crecer 
toda la noche), hasta una DO600 = 2-4.  
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10.  Centrifugar las células E. coli JM109 transformadas 6-7 min a 4.600 rpm y 
resuspender el pellet en medio de congelación, el pellet obtenido en 200 mL de 
medio se resuspende en 2 mL de medio de congelación (Anexo 4.1.5). Luego se 
hacen alícuotas de 200 μL en criotubos estériles y se almacenan a -70°C, con el 
propósito de mantener un stock de células transformadas. 
 
Criotubo con
células E. coli
JM109 , 200
μL
C1 P1C2 P2
Transferencia de 50 μL de la 
suspensión celular a tubos de 1,5 
mL estériles
Después de la incubación  (Paso 5) 
realizar la siembra en cajas de Petri
 
LB sólido sin 
antibiótico + C1
LB sólido con 
ampicilina 100 
μg/mL + C2
LB sólido con 
ampicilina 100 
μg/mL + P1
LB sólido con 
ampicilina 100 
μg/mL + P2
Control Positivo,
las células E.
coli JM109
deben crecer.
Control Negativo,
las células E. coli
JM 109 no deben
crecer
Las células E. coli
JM109
transformadas con el
P1 deben crecer
Las células E. coli
JM109
transformadas con el
P2 deben crecer  
Figura A. 4.1 Diseño para la transformación de células E. coli JM109. En esta figura se 
esquematiza de forma general el diseño que se debe realizar para la transformación de bacterias 
E. coli JM109 con un determinado plásmido o plásmidos. Es importante tener los dos controles de 
células E. coli JM109. El control 1 (C1) se hace con el fin de comprobar que las células están vivas 
y permanecen viables durante todo el proceso de transformación, es por esta razón que las células 
se cultivan en medio LB sin antibiótico. El control 2 (C2) se lleva a cabo con el fin de comprobar la 
efectividad del medio LB con antibiótico y la no resistencia de las células E. coli JM109 a la 
ampicilina, de tal forma que las células originales no deben crecer en medio LB ampicilina 100 
μg/mL porque no son resistentes, además, es un indicador de que la concentración de ampicilina si 
es la adecuada para la selección de las bacterias transformadas. Las bacterias transformadas con 
el plásmido (P1: pCDNA3.1; P2: pCDNA3.1 DJ-1-WT) (bacterias E. coli JM109 que se mezclan con 
el DNA plasmídico, P1 y P2) deben crecer  en medio LB con ampicilina 100 μg/mL, ya que estos 
plásmidos tanto el vector vacio como el DJ-1-WT tienen el gen de resistencia a ampicilina. Si en 
alguno de los controles no se obtiene el resultado esperado el experimento se debe descartar. 
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4.1.7 Toohtpick 
El toohtpick es un método que permite comprobar de manera rápida e inmediata la 
inserción del plásmido después del procedimiento de transformación. Además 
permite estimar el tamaño del plásmido insertado en una electroforesis en gel de 
agarosa y comparar el número de copias de diferentes plásmidos en un mismo 
hospedero. Existen otras formas de comprobar la inserción del plásmido por 
ejemplo por PCR o por southern blot (Sambrook et al., 1989). En la Figura A. 4.2 
se observa un gel de agarosa al 0,7 % teñido con bromuro de etidio de colonias 
bacterianas transformadas con diferentes plásmidos recombinantes. 
1. Se toma con un asa metálica recta estéril una de las colonias bacterianas 
que hayan crecido en medio LB sólido con ampicilina 100 µg/mL, las bacterias 
transformadas con el plásmido recombinante (paso 6 del Anexo 1.4.6) y se 
transfiere a un tubo estéril de 200 µL que contenga 50 μL de una solución estéril 
10 mM EDTA, pH 8.0 (Anexo 4.1.7.1). Se debe usar un tubo por cada colonia 
transferida. También se debe transferir una colonia de E. coli JM109 sin 
transformar como control. 
2. A cada tubo con la respectiva colonia adicionar 50 μL de la  solución  NSS 
fresca (Anexo 4.1.7.2). tapar el tubo y mezclar con vortex por 30 seg. 
3. Transferir los tubos a un baño serológico a 70°C e incubarlos por 5 min y 
luego enfriarlos a temperatura ambiente. 
4. A cada tubo adicionar 1,5 μL de una solución  4 M de KCl (Anexo .4.1.7.3) y 
dar vortex por 30 seg. 
5. Incubar los tubos por 5 min en hielo y luego centrifugar a máxima velocidad 
por 3 min a 4°C en una microcentrifuga refrigerada. 
6. El sobrenandante contiene el DNA genómico y plasmídico de las bacterias 
E. coli JM109, la comprobación se realiza en un gel de agarosa al 0,7 %, teñido 
con bromuro de etidio, se observa en un transiluminador UV y se realiza el registro 
fotográfico para el posterior análisis. 
4.1.7.1 EDTA (10 mM, pH 8.0) 
Para preparar 500 mL de EDTA 10 mM se pesan 1,86 g se EDTA y se disuelven 
en H2O dd completando a un volumen final de 500 mL, se ajusta el pH a 8,0 con 
HCl y/o NaOH y se manda esterilizar con calor húmedo. 
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4.1.7.2 Solución NSS 
Esta solución debe usarse fresca por eso se debe preparar cada vez que se vaya 
a usar y se mantiene a temperatura ambiente hasta el momento de su uso, se 
debe descartar la solución NSS no usada. Esta solución consta de: 0,2 N de 
NaOH; 0,5 % de SDS y 20 % de sucrosa. 
4.1.7.3 KCl (4M) 
Para preparar 10 mL de KCl (4M), pesar 2,98 g de KCl y disolverlos en H2O dd 
completando a un volumen final de 10 mL. 
1          2        3        4         5        6        7
 
Figura A. 4.2 Transformación de Escherichia coli JM109 y purificación de plásmidos. A. 
Prueba de la presencia de los plásmidos recombinantes en células E. coli JM109 transformadas, 
La flecha negra indica el DNA genómico de E. coli, mientras la flecha blanca indica el DNA 
plasmídico, en gel de agarosa al 0.7% teñido con bromuro de etidio, en el primer carril se observa 
solamente la banda de DNA genómico ya que corresponde a las células E. coli sin transformar. Los 
siguientes carriles (2-6) corresponden a bacterias transformadas con los diferentes plásmidos 
recombinantes, es por esto que se observa una banda inferior que corresponde al DNA plasmídico 
insertado durante el proceso de transformación por choque térmico. Las diferencias en el tamaño 
de las bandas del DNA plasmídico se debe a la migración diferencial de los plásmidos de acuerdo 
a su forma (lineal o circular). 
4.1.8 Purificación de plásmidos recombinantes  
La purificación de los plásmidos se llevó a cabo con el kit de purificación 
PureYieldTM Plasmid Midiprep System (Promega, A2495), siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. 
4.1.8.1 Lisis celular 
1. Crecer en Erlenmeyers estériles de 250 mL con tapón de algodón con 200 
mL de medio LB líquido con ampicilina 100 µg/mL bacterias E. coli JM109 
transformadas con el plásmido recombinante. Las condiciones optimas de cultivo 
son 37°C en agitación constante durante toda la noche (16-21 h) hasta una 
O.D.600=2-4. 
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2. Se obtiene el pellet celular centrifugando la suspensión celular a 5.000 rpm 
por 15 min en tubos Falcon de 50 mL estériles, bien tapados y con la tapa cubierta 
de papel parafilm (llenar los tubos hasta 45 mL, máximo, para evitar que se riegue 
el medio). Se descarta el sobrenadante de cada tubo en un frasco con hipoclorito 
de sodio al 5%, se remueve el exceso de medio invirtiendo los tubos sobre una 
toalla absorbente. El pellet de los 200 mL de cultivo se resuspende en un solo 
Falcon de 50 mL con 6 mL de la solución de resuspensión celular (Cell 
Resuspension Solution). 
3. Adicionar 6 mL de la solución de lisis celular (Cell Lysis Solution), mezclar 
suavemente por inversión el tubo, 3 a 5 veces, e incubar 3 min a temperatura 
ambiente. Nota: El SDS de la solución de lisis celular se puede precipitar. Si el 
precipitado se ha formado la solución se debe incubar en un baño serológico a 
37°C con agitación suave. 
4. Adicionar 10 mL de la solución de neutralización (Neutralization Solution) a 
las células lisadas y mezclar por inversión el tubo, 5 a 10 veces. 
5. Centrifugar el lisado a 5.000 rpm por 30 min. 
6. Realizar el montaje de la bomba de vacío, el manifold y las columnas. Las 
columnas de limpieza son azules y las columnas de unión al DNA plasmídico son 
de color blanco. La columna azul se inserta sobre la columna blanca y la columna 
blanca se acopla a una de las entradas del manifold y éste a su vez va conectado 
a la bomba de vacío. Cada vez que se requiera pasar una solución a través de las 
columnas se enciende la bomba de vacío y se abre la llave del manifold que 
corresponda a la columna. El vacío debe ser suave para evitar que la membrana 
se separe de la columna. 
7. Después de tener el montaje el sobrenadante obtenido en el paso 5 se 
decanta a través de la columna azul. Aplicar vacío y esperar que todo el líquido 
(lisado) pase a través de las dos columnas. El DNA se une a la membrana de la 
columna blanca. Cuando haya pasado toda la solución se cierra la llave. 
4.1.8.2 Lavado 
1. Retirar la columna azul y adicionar 5 mL de la solución de remoción de 
endotoxinas (Endotoxin Removal Wash) a la columna blanco, aplicar vacío hasta 
que pase toda la solución a través de la columna. 
2. Adicionar 20 mL de la solución de lavado (Column Wash), aplicar vacío 
hasta que pase toda la solución. 
3. Dejar secar la membrana aplicando vacío por 30 seg a 1 min. La membrana 
debe estar seca y no tener olor a etanol. 
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4. Remover la columna blanca del manifold e insertarla en un tubo Falcon 
estéril de 50 mL. 
4.1.8.3 Elución 
1. En cabina, adicionar 600 μL de agua estéril, libre de nucleasas, sobre la 
membrana. 
2. Centrifugar a 3.000 rpm por 5 min a 4°C, en una centrifuga de rotor móvil. El 
tubo no se debe tapar. 
3. En cabina, colectar el filtrado del tubo Falcon de 50 mL y transferirlo a un 
tubo de 1,5 mL estéril. 
4. Si se desea se puede realizar una segunda elución adicionando 
nuevamente 600 uL de agua libre de nucleasas sobre la membrana, centrifugando 
y colectando el filtrado, como se indica en los pasos 2 y 3. La primera elución 
presenta mayor concentración de DNA respecto a la segunda elución. 
5. El DNA plasmídico purificado se  almacena a en  tubos estériles de 1,5 mL 
a  -20°C.  
4.1.8.4 Cuantificación del DNA plasmídico 
La cuantificación del DNA plasmídico se llevo a cabo en NanoDrop (Thermo) 
según las especificaciones del equipo, en este espectrofotómetro sólo se requiere 
1 uL, las medidas se realizan por triplicado. La lectura de cada muestra se realiza 
a 260 nm y 280 nm, se obtiene la relación 260 nm/280 nm, la cual debe estar en el 
rango de 1,8 – 2. Además, para comprobar el tamaño del plásmido se realizan 
geles de agarosa al 0,7%. 
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ANEXO 5. TRANSFECCIÓN DE LAS CÉLULAS CAD 
Las condiciones de transfección de las células CAD con Lipofectamine® se 
estandarizaron tras varios ensayos (Tablas A. 5.1 y 5.2), el protocolo que se 
presenta en el Anexo 5.1 se estableció como el óptimo porque con éste se 
presenta el menor número de células desprendidas y la mayor sobreexpresión de 
la proteína DJ-1, según el análisis por WB, la expresión de DJ-1 en células CAD 
transfectadas bajo estas condiciones corresponde aproximadamente a tres veces 
respecto a las células CAD no transfectadas y a dos veces en relación a las 
células transfectadas con el EV. Los ensayos realizados con las neurotoxinas en 
células transfectadas y los resultados obtenidos y presentados en este estudio en 
el Capítulo VI se llevaron a cabo con el siguiente protocolo: 
5.1 Protocolo de transfección de células CAD 
1. Sembrar 200.000 células CAD por pozo en cajas de 6, en medio D-MEM/F12, 
sin antibiótico, 50 ng/mL de sodio selenita, suplementado con 2% de SFB (Anexo 
1). Con el propósito de permitir que las células estén bien adheridas en el 
momento de la transfección la siembra se debe realizar el día anterior, 
preferiblemente en horas de la tarde, para que al día siguiente las células se 
encuentren bien adheridas y la confluencia se mantenga en un 80 %, 
aproximadamente. 
2. Al día siguiente de la siembra, se realiza el proceso de transfección, para cajas 
de 6 pozos, se establecieron los siguientes parámetros: 
a. Retirar 1 mL de medio de cada pozo 
b. Adicionar 500 μL de medio de transfección y sin antibiótico 
c. La solución de transfección se realizó de la siguiente forma, la cantidad de 
plásmido optimizada (Tabla A. 5.1), que corresponde a 2 µg, y 2 µL de Plus 
Reagent® se diluyeron en OptiMem® con un volumen final de 500 µL. Agitar 
suavemente por inversión e incubar por 5 min a temperatura ambiente. 
d. Agregar a la solución anterior 5 µL de Lipofectamina LX y agitar vigorosamente 
e incubar por 20 min a temperatura ambiente, agitar suavemente cada 5 min. 
e. Agregar a cada pozo 500 µL de la solución anterior, en estos ensayos se 
trabajo con dos plásmidos el vector vacio (EV:pCDNA3.1) como control de 
transfección, y el vector para sobreexpresar la proteína humana DJ-1 (DJ-1:-
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pCDNA 3.1 DJ-1-WT). A las células control se les adiciona 500 µL de OptiMem®, 
con el propósito que todos los tratamientos se realicen con un volumen final de 2 
mL. 
 
OPTIMIZACIÓN DE LA TRANSFECCIÓN DE CÉLULAS CAD 
24 pozos, 500 μL 6 pozos, 2 mL 
Lipofectamine® (μL) Plásmido (μg) Lipofectamine® (μL) Plásmido (μg) 
0,5 
0,2 
2 
0,8 
0,5 2 
0,8 3,2 
1 4 
1 
0,2 
4 
0,8 
0,5 2 
0,8 3,2 
1 4 
1,5 
0,2 
6 
0,8 
0,5 2 
0,8 3,2 
1 4 
2 
0,2 
8 
0,8 
0,5 2 
0,8 3,2 
1 4 
 
Tabla A. 5.1 Optimización de la transfección de células CAD. Con el propósito de optimizar las 
condiciones de transfección en células CAD se probaron diferentes combinaciones de 
Lipofectamine®: Plásmido en cajas de 24 pozos. Las proporciones con mayor eficiencia aparecen 
sombreadas en la tabla. Estos resultados fueron tenidos en cuenta para establecer el protocolo de 
transfección de las células CAD (Anexo 5.1). 
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PROCEDIMIENTO DE TRANSFECCIÓN EN CÉLULAS CAD DIFERENCIADAS RESULTADO 
PASO 1 PASO 2 PASO 3 PASO 4 NEGATIVO POSITIVO  
62.500 células CAD 
sembradas por pozo 
en  cajas de 24, 
volumen final 500 μL 
en medio de 
diferenciación      (D-
MEN/F12, sin AB, 50 
ng/mL) 
 Al tercer día de 
diferenciación, retirar 
todo el medio de 
diferenciación  
 Adicionar 300 μL de 
medio de diferenciación. 
Realizar la dilución del 
plásmido y la 
Lipofectamine® en 200 μL 
de D-MEN/F12 sin AB y 
sin SFB y adicionar a las 
células  
No cambiar el medio de 
transfección  
Muerte 
celular   
 Cambiar el medio de 
transfección a las 6 h con 
medio nuevo sin SFB  
 Cambiar el medio de 
transfección a las 6 h con 
medio condicionado 
Adicionar 300 μL de medio 
al 2 % de SFB. Realizar la 
dilución del plásmido y la 
Lipofectamine® en 200 μL 
de D-MEN/F12 sin AB y 
sin SFB y adicionar a las 
células  
 No retirar el medio de 
transfección  
Cambiar el medio de 
transfección a las 6 h con 
medio nuevo sin SFB  
 Cambiar el medio de 
transfección a las 6 h con 
medio condicionado 
 Retirar sólo 200 uL 
del medio de 
diferenciación  
Realizar la dilución del 
plásmido y la 
Lipofectamine® en 200 μL 
de D-MEN/F12 sin AB y 
sin SFB y adicionar a las 
células 
 No cambiar el medio de 
transfección  Baja 
eficiencia de 
transfección 
No se presento 
muerte celular y 
las células no se 
desprendieron 
 Retirar 250 μL del medio y 
adicionar 250 μL de medio 
de diferenciación  
Tabla A. 5.2 Procedimiento de transfección en células CAD diferenciadas. Con el propósito de establecer las condiciones de 
transfección de las células CAD diferenciadas se probaron varias formas teniendo en cuenta las recomendaciones del fabricante de la 
Lipofectamine®, la optimización se llevo a cabo en cajas de 24 pozos. Desafortunadamente, la eficiencia de transfección en células CAD 
diferenciadas fue muy baja. Tras varios intentos para mejorar la eficiencia de este proceso en células CAD diferenciadas se aumento la 
concentración de plásmido junto con la concentración de Lipofectamine®, usando una referencia recomendada para células muy sensibles 
al proceso de transfección, aunque, sí se presentó un aumento en la eficiencia el problema radicó en el aumento del porcentaje de células 
desprendidas; por tal razón teniendo en cuenta los resultados obtenidos bajo las diferentes condiciones evaluadas se estableció el 
protocolo presentado en el Anexo 5.1, el cual se realiza en células CAD sembradas en D-MEM/F12 al 2 % de SFB, sin AB y 50 ng/mL de 
sodio selenita, de esta manera se logro disminuir el desprendimiento de las células CAD y una mayor eficiencia de transfección. 
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ANEXO 6. WESTERN BLOT 
El compromiso de la actividad de la vía PI3K/AKT se analizó por medio de 
ensayos de WB específicos para las formas fosforilada (Ser 473) y total de la 
proteína AKT. Así, como la sobreexpresión de la proteína DJ-1. Como control de 
carga se uso β-actina. La densitometría se realizó usando el software Genius 
Tools de Syngene. 
6.1 Soluciones usadas en Western Blot 
Las soluciones usadas para WB fueron preparadas de acuerdo a protocolos 
previamente establecidos, con algunas modificaciones especificas para este 
estudio: 
6.1.1 Buffer de lisis celular 
La elección del buffer de lisis depende de las características de la proteína de 
interés. En este caso el interés se centra en una proteína fosforilada por lo que se 
escoge Nonidep 40, que por ser un detergente no iónico, posee un bajo nivel de 
desnaturalización de las proteínas. 
Se preparan 10 mL de buffer lisis 2X a partir de soluciones stock de cada uno de 
los componentes como se especifica a continuación: 
 
 Concentración del Stock Volumen Concentración 2X 
NP40 100% 0,2 mL 2 % 
HEPES 250 mM, pH 8,0   2 mL 50 mM, pH 8,0 
KCl 0,8 M   5 mL 0,4 M 
EDTA 0,5 M 0,4 mL 20 mM 
H2O dd  2,4 mL  
Volumen final:           10 mL 
 
Los volúmenes específicos se mezclaron en un tubo Falcon de 15 mL, y la mezcla 
se mantuvo a -20oC hasta el momento de su uso. 
182 
 
6.1.2 Cocktail de inhibición enzimático 
El cocktail de inhibición enzimático consiste en una mezcla de inhibidores de 
proteasas e inhibidores de fosfatasas, se prepara inmediatamente antes de su 
uso, a partir de las soluciones stock conservadas a -20oC. Los volúmenes se 
relacionan a continuación: 
 
Cocktail del inhibición Concentración   del Stock 
Vol. para 0,5 
mL 
Conc. Final 
2X 
Ortovanadato de sodio (Inhibidor de 
fosfatasas tipo tirosina) 
100 mM 10 μL 2mM 
NaF (Inhibidor de fosfatasas tipo 
serina/treonina) 
2,5 M  80 μL 250 mM 
EDTA (Inhibidor de metaloproteasas) 0,5 M   2 μL 2 mM 
Aprotinina (Inhibidor de proteasas tipo 
serina) 
1 mg/mL   3 μL 5 μg/mL 
Inhibidor de tripsina 1 mg/mL  25 μL 50 μg/mL 
Benzamidina (Inhibidor de proteasas tipo 
serina) 
100 mM  25 μL 5 mM 
H2O dd  343,5 μL  
PMSF (Inhibidor de proteasas tipo 
serina) 
100 mM 20 μL 4 mM 
Volumen final:           500 μL 
 
El PMSF es el último componente que se debe agregar al cocktail de inhibición 
enzimática. 
Luego se realiza una mezcla 1:1 de buffer de lisis celular: cocktail de inhibición 
enzimático, que es usado para lisar las células y extraer la proteína 
6.1.3 Buffer de carga 
- Tris 250 mM 
- Glicerol 4% 
- SDS 5% 
- Azul de bromofenol 0,1% 
- β-mercaptoetanol 10% 
- Urea 8 M 
 
Los componentes se adicionan en las concentraciones indicadas, para un volumen 
final de 25 mL, y se almacena en un tubo Falcon de 50 mL, la homogenización de 
los componentes se hace usando vortex; posteriormente el buffer se deja en 
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reposo hasta que la espuma desaparezca, y se conserva a temperatura ambiente, 
hasta el momento de su uso. 
6.1.4 Gel de separación 
Para preparar 2 geles se adiciona en el siguiente orden los volúmenes 
especificados a continuación: 
Gel de separación 10% 12% 15% 
Mezcla 30% acrilamida:bisacrilamida 3,3 mL 4 mL 4,95 mL 
1,5 M TRIS-HCl/0,4 % SDS pH 8,8 (*) 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL 
Solución SDS al 10 % p/v (**) 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 
H2O dd  4 mL 3,3 mL 2,35 mL 
Solución de APS (persulfato de amonio) al 10% 
p/v (***) 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 
TEMED  8 μL 8 μL 8 μL 
  
El APS y el TEMED deben ser los últimos componentes en adicionar, ya que son 
los encargados de la polimerización. Se mezcla con suavidad, se sirven 3 mL 
entre los vidrios de soporte, y se espera hasta que polimerice la mezcla, 
aproximadamente 20 min. 
(*) Para 250 mL de la solución 1,5M TRIS-HCl/0.4% SDS pH 8.8: Se pesa 45,42 g de TRIS base, 1 
g de SDS, y se disuelven en 200 mL de H2O dd, se ajusta a pH 8.8 con HCl concentrado y se 
completa con H2O dd hasta 250 mL, se conserva a 4oC hasta el momento del uso. 
(**) Para 50 mL de SDS al 10% p/v se pesan 5 g de SDS y se diluyen en H2O dd hasta completar 
50 mL de disolución. 
(***) Para 500 μL de solución de APS al 10% p/v se pesan 50 mg de APS en un vial de 1 mL y se 
le adicionan 500 μL de H2O dd (esta solución debe prepararse en el momento de su uso y se debe 
proteger de la luz). 
6.1.5 Gel de concentración 
Para preparar 2 geles se adicionan en el siguiente orden los volúmenes 
especificados a continuación: 
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Gel de concentración Volumen 
Mezcla 30% acrilamida:bisacrilamida 830 μL 
0,5 M TRIS-HCl/0,4 % SDS pH 6.8 (*) 630 μL 
Solución SDS al 10 % p/v (**)  50 μL 
H2O dd  3,4 mL 
Solución de APS (persulfato de amonio) al 10% p/v (***) 50 μL 
TEMED 10 μL 
 
El APS y el TEMED deben ser los últimos componentes en adicionar, ya que son 
los encargados de la polimerización. Se mezcla con suavidad, se sirven sobre el 
gel de separación ya polimerizado hasta el borde final del vidrio y antes de que 
polimerice  se pone la peinilla. Luego se espera la polimerización, 
aproximadamente 20 min, para retirar la peinilla y lavar los pozos. 
 (*) Para 100 mL de la solución 0,5 M TRIS-HCl/0,4% SDS pH 6,8: Se pesan 6,05 g de TRIS base, 
0,4 g de SDS, se disuelven en 70 mL de H2O dd, se ajusta a pH 6,8 con HCl concentrado y se 
completa con H2O dd hasta 100 mL y se mantiene a 4oC hasta el momento de su uso. 
(**) Para 50 mL de SDS al 10% p/v se pesan 5 g de SDS y se diluyen en H2O dd hasta completar 
50 mL de disolución. 
(***) Para 500 μL de solución de APS al 10% p/v se pesan 50 mg de APS en un vial de 1 mL y se 
le adicionan 500 μL de H2O dd (esta solución debe prepararse en el momento de su uso y se debe 
proteger de la luz). 
6.1.5 Buffer de corrido 10X 
Para preparar 1 L de este buffer se pesan y disuelven en 800 mL de H2O dd los 
siguientes compuestos: 
Buffer de corrido Concentración final 10X 
TRIS base 227,7 g 188 mM 
Glicina 141,13 g 188 mM 
SDS  10 g 0,1 % p/v 
 
Luego se lleva a volumen final 1.000 mL con H2O dd en un balón aforado y se 
conserva refrigerado a 4oC. 
 
6.1.5.1 Buffer de corrido 1X 
Al momento del uso, la solución 10X (Anexo 6.1.5) se disuelve 1:10 con H2O dd. 
100 mL del buffer de corrido 10X se completan con H2O dd hasta 1.000 mL. 
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6.1.6 Buffer de transferencia 10X 
Para prepara 1 L de este buffer se pesan y disuelven en 800 mL de H2O dd los 
siguientes compuestos: 
 
Buffer de transferencia Concentración final 10X 
TRIS base 30,3 g 250 mM 
Glicina 140,4 g 1,87 M 
 
Luego se lleva a volumen final 1.000 mL con H2O dd en un balón aforado y se 
conserva refrigerado a 4oC. 
6.1.6.1 Buffer de transferencia 1X 
Esta solución se prepara al momento de su uso, para lo cual en una probeta de 
1.000 mL se toman 100 mL del buffer de transferencia 10X (Anexo 6.1.6) y se le 
adicionan 200 mL de metanol y 700 mL de H2O dd.  
6.1.7 Buffer de lavado: TRIS Buffer Salino (TBS) 10X 
Para preparar 1 L de este buffer se pesan y disuelven en 800 mL de H2O dd los 
siguientes compuestos: 
 
Buffer de lavado TBS Concentración final 10X 
TRIS base 24,23 g 200 mM 
NaCl 80,10 g 1.370 mM 
 
Luego se lleva a volumen final 1.000 mL en un balón aforado, se ajusta el pH a 7,6 
con HCl concentrado y se conserva refrigerado a 4oC. 
6.1.7.1 Buffer de lavado: TRIS Buffer Salino (TBS) 1X 
Para preparar 1 L se toman 100 mL de TBS 10X (Anexo 6.1.7), se le adicionan 2 
mL de Tween 20 (para una concentración final de 0,2% v/v) y se completa a un 
volumen de 1.000 mL con H2O dd en un balón aforado o en una probeta. 
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6.1.8 Buffer de bloqueo 
Al momento del uso se preparan 250 mL de esta solución, para lo cual se pesan 
12,5 g de leche descremada (para una concentración final de 5% p/v) o 25 g de 
leche descremada (para una concentración final de 10% p/v) y se disuelven en 
200 mL de buffer de lavado 1X y se completa hasta 250 mL. 
6.1.9 Anticuerpo primario 
Los anticuerpos primarios se diluyen en buffer de bloqueo, de acuerdo a la 
estandarización, la dilución se debe realizar justo antes de su uso en tubos Falcon 
estériles de 50 mL. Los anticuerpos se deben sacar de la nevera en una caja con 
hielo, sólo se deben abrir en cabina y se manejan con puntas estériles, para evitar 
que el anticuerpo se contamine. En la siguiente tabla se presentan de forma 
resumida las especificaciones para la preparación de cada uno de los anticuerpos 
primarios usados en este estudio. 
 
Anticuerpo primario  Temp. Dilución  Buffer de bloqueo  Anticuerpo  
Anti-Akt-total-rabbit (Cell 
signaling, 4691) -20°C 1:1.000 3 mL, 5 % 3 uL 
Anti-fosfo-Akt-rabbit (Ser473) 
(Cell signaling, 4060) -20°C 1:1.000 3 mL, 5 % 3 uL 
Anti-DJ-1-goat (Santa Cruz 
Biotecnología, sc27006)  4°C 1:200 3 mL, 10 % 15 uL 
Anti-β-actina-mouse 
(Millipore, Mab 1501),  -20°C 1:2.000 3 mL, 10 % 1,5 uL 
Tabla A. 6.1 Dilución de anticuerpos primarios 
6.1.10 Anticuerpo secundario 
Los anticuerpos secundarios se diluyen en buffer de bloqueo, de acuerdo a la 
estandarización, la dilución se debe realizar justo antes de su uso en tubos Falcon 
estériles de 50 mL. Los anticuerpos se deben sacar de la nevera en una caja con 
hielo, sólo se deben abrir en cabina y se manejan con puntas estériles, para evitar 
que el anticuerpo se contamine. En la siguiente tabla se presentan de forma 
resumida las especificaciones para la preparación de cada uno de los anticuerpos 
secundarios usados en este estudio. 
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Anticuerpo secundario Temp. Dilución Buffer        de bloqueo Anticuerpo 
Anti-rabbit IgG HRP-linked (Cell 
signaling, 7074) -20°C 1:2.000 3 mL, 5 % 1,5 uL 
Anti-mouse IgG HRP-linked  
(Cell signaling, 7076) -20°C 1:2.000 3 mL, 10 % 1,5 uL 
Anti-goat IgG HRP-linked (Santa 
Cruz Biotecnología, sc2020) 4°C 1:1.500 3 mL, 10 % 2 uL 
Tabla A. 6.2 Dilución de anticuerpos secundarios 
6.2 Extracción de proteína 
Para la preparación de los extractos celulares para los western blot, las células se 
cultivan en cajas de 6 pozos (Anexo 1, Anexo 5) y se les aplican los diferentes 
tratamientos (Figura A. 6.1) de acuerdo al diseño experimental (Tabla A. 6.3). 
Luego de cumplidos los tiempos de tratamiento, las cajas se ponen sobre una 
superficie con hielo y la monocapa celular se remueve con un “cell scraper”, y 
rápidamente las células se colectan en tubos fríos de 1,5 mL, debidamente 
marcados, este procedimiento se debe hacer siempre en frio y ágilmente. Los 
tubos se centrifugan en una microcentrifuga refrigerada a 2 oC, a una velocidad de 
13.300 rpm durante 5 min, y luego se descarta el sobrenadante y el pellet se 
mantiene en hielo. 
Luego, al pellet celular se le adicionan 60 μL de una mezcla 1:1 de buffer de lisis y 
cocktail de inhibición enzimático (Anexos 6.1.1 y 6.1.2), se resuspende con la 
pipeta para disgregar el pellet, y se mantienen en hielo durante 20 min, ya que 
cada 5 min se le debe dar vortex a cada muestra. Transcurrido este tiempo las 
muestras se centrifugan nuevamente a 13.300 rpm durante 10 min en una 
microcentrifuga refrigerada a 2 oC. Una vez centrifugados los lisados se toman dos 
alícuotas de 2 µL del sobrenandante para la cuantificación de las proteínas (Anexo 
6.3) y el resto se conserva a -70oC hasta el día siguiente cuando se realiza la 
electroforesis SDS-PAGE. Lo más importante durante la preparación de los 
lisados celulares y la extracción de proteína es realizar todo en frio y rápidamente. 
6.3 Determinación de la concentración de proteína 
La cuantificación de la proteína total de cada muestra de los lisados celulares 
(Anexo 6.2) se realiza por el método del ácido bicinconínico (BCA) que tiene la 
ventaja de ser un método muy sensible y que tiene muy pocas interferencias ya 
que es compatible con la mayoría de detergentes iónicos y no iónicos. El ácido 
bicinconínico, es un compuesto capaz de formar un complejo púrpura intenso 
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formado por la quelación de dos moléculas de BCA con un ión cuproso. Los iones 
cuprosos se originan por la reducción de iones cúpricos por las proteínas en medio 
alcalino. 
El color púrpura puede ser analizado espectrofotométricamente, a una longitud de 
onda de 562 nm y presenta un incremento lineal de absorbancia proporcional a la 
concentración de proteínas. 
Para este ensayo se empleó la relación reactivo: muestra (20:1) recomendada en 
el kit, y se realizó una curva de calibración con 6 soluciones patrón de trabajo de 
distinta concentración de albúmina sérica bovina (BSA), desde 0,20 mg/mL hasta 
10 mg/mL Una vez realizada la mezcla de reactivos de BCA, se sirven 40 μL de la 
mezcla y 2 μL de cada muestra o de los patrones, esto se realiza en tubos para 
PCR, luego los tubos se incuban a 37oC en una incubadora o termociclador y al 
cabo de este tiempo se realiza la medida de la absorbancia en el NanoDrop 
(Thermo). La curva y la muestra se montan por duplicado, lo ideal es realizarlo por 
triplicado. 
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Siembra de 
250.000 células 
CAD en medio de 
diferenciación en  
cajas de 6 pozos, 
volumen final 2 
mL (Anexo 1)
4 d
Aplicación 
de IGF-1 
100 ng/mL
(Anexo 
1.1.5)
30 min
Preparación y 
adición  de 
neurotoxinas 
(Anexo 2)
Extracción de 
proteína
(Anexo 6.2)
Cuantificació
n de la 
proteína por 
BCA (Anexo 
6.3)
A
24 h
6 h
Western blot:  
t-AKT, p-AKT 
(Anexo 6)
 
 
Siembra de  
200.000 células 
CAD  en D-MEN/ 
F12, 2 % SFB en 
cajas de 6 pozos, 
volumen final 2 
mL (Anexo  5)
12-16 h
Transfección 
de células CAD
(Anexo  5.1)
24 h
Preparación y 
adición  de 
neurotoxinas 
(Anexo 2)
Extracción de 
proteína
(Anexo 6.2)
Cuantificació
n de la 
proteína por 
BCA (Anexo 
6.3)
B
24 h
6 h
Western blot: 
DJ-1, t-AKT, p-
AKT y β-Actina
(Anexo 6)
 
Figura A. 6.1 Esquema de los tratamientos en células CAD para posterior análisis por WB. El 
esquema señala cada uno de los pasos que se siguieron para los análisis por WB. A. Esquema 
para el análisis por WB del efecto de las neurotoxinas (rotenona, 6-OHDA y C2-ceramida) y su 
relación con la vía PI3K/AKT en células CAD diferenciadas, Capitulo V. B. Esquema para el 
análisis por WB de la relación de DJ-1 con la vía PI3K/AKT frente a neurotoxinas (rotenona, 6-
OHDA y C2-ceramida) en células CAD que sobreexpresan la proteína DJ-1 WT humana, Capítulo 
VI. 
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EFECTO DE LAS NEUROTOXINAS, ROTENONA, C2-CERAMIDA Y 6-OHDA                        
EN LA VÍA PI3K/AKT 
TRATAMIENTO DESCRIPCIÓN 
Control  Células CAD diferenciadas, 4 d 
IGF-1 6 h Células CAD diferenciadas, 4 d. Tratadas con IGF-1 100 ng/mL por 6 h y      30 min 
Rot 5 μM 6 h  Células CAD diferenciadas, 4 d. Tratadas con rotenona 5 μM por 6 h 
IGF-1 + Rot 5 μM       
6 h 
Células CAD diferenciadas, 4 d. Pre-tratamiento con IGF-1 100 ng/mL por    
30 min y luego tratadas con rotenona 5 μM por 6 h 
Rot 25 μM 6 h  Células CAD diferenciadas, 4 d. Tratadas con rotenona 25 μM por 6 h 
Rot 5 μM 6 h  Células CAD diferenciadas, 4 d. Tratadas con rotenona 5 μM por 6 h 
Rot 1 μM 6 h  Células CAD diferenciadas, 4 d. Tratadas con rotenona 1 μM por 6 h 
Rot 500 nM 6h Células CAD diferenciadas, 4 d. Tratadas con rotenona 500 nM por 6 h 
Rot 250 nM 6h Células CAD diferenciadas, 4 d. Tratadas con rotenona 250 nM por 6 h 
Rot 50 nM 6h Células CAD diferenciadas, 4 d. Tratadas con rotenona 50 nM por 6 h 
IGF-1 24 h Células CAD diferenciadas, 4 d. Tratadas con IGF-1 100 ng/mL por 24 h y    30 min 
Rot 500 nM 24 h Células CAD diferenciadas, 4 d. Tratadas con rotenona 500 nM por 24 h 
IGF-1 + Rot 500 nM 
24 h 
Células CAD diferenciadas, 4 d. Pre-tratamiento con IGF-1 100 ng/mL por    
30 min y luego tratadas con rotenona 500 nM por 24 h 
Cer 25 μM 6 h Células CAD diferenciadas, 4 d. Tratadas con C2-ceramida 25 μM por 6 h 
IGF-1 + Cer 25 μM     
6 h 
Células CAD diferenciadas, 4 d. Pre-tratamiento con IGF-1 100 ng/mL por    
30 min y luego tratadas con C2-ceramida 25 μM por 6 h 
Veh. Células CAD diferenciadas, 4 d con 40 uL de Ác. Asc. 0,15% por 6 h (Vehículo de la 6-OHDA)  
IGF -1 + Veh.  
Células CAD diferenciadas, 4 d. Pre-tratamiento con IGF-1 100 ng/mL por    
30 min y luego se les adicionan 40 uL de Ác. Asc. 0,15 % que es el 
vehículo de la 6-OHDA  
IGF-1 + 6-OHDA 
100 μM 6 h 
Células CAD diferenciadas, 4 d. Pre-tratamiento con IGF-1 100 ng/mL por    
30 min y luego tratadas con 6-OHDA 100 μM  por 6 h 
IGF-1 + 6-OHDA  50 
μM 6    
Células CAD diferenciadas, 4 d. Pre-tratamiento con IGF-1 100 ng/mL por    
30 min y luego tratadas con 6-OHDA 50 μM  por 6 h 
6-OHDA 100 μM    6 
h Células CAD diferenciadas, 4 d. Tratadas con 6-OHDA 100 μM por 6 h 
6-OHDA 50 μM      6 
h Células CAD diferenciadas, 4 d. Tratadas con 6-OHDA 50 μM por 6 h 
CAD sin diferenciar Células CAD sin diferenciar, extractos de proteína hechos de células que estaban siendo cultivadas en medio con 10 % de SFB 
 
Tabla A. 6.3 Descripción de los tratamientos realizados para el análisis por western blot del 
efecto de las neurotoxinas rotenona, C2-ceramida y 6-OHDA en células CAD diferenciadas. 
Los datos que se presentan en los resultados del capítulo V corresponden a un WB representativo 
de tres experimentos independientes. 
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RELACIÓN DE DJ-1 CON LA VÍA PI3/AKT EN UN CONTEXTO NEUROTÓXICO 
Control 
Células CAD cultivadas en D-MEN/F12 suplementado con 2 % SFB, sin 
AB y 50 ng/mL de sodio selenita 
DJ-1 48h 
Células CAD transfectadas con el vector pCDNA3.1 DJ-1-WT, 48 h 
después de la transfección  
EV 48 h 
Células CAD transfectadas con el vector vacio pCDNA3.1, 48 h después 
de la transfección, control de la transfección  
Rot 24 h 
Células CAD cultivadas en D-MEN/F12 suplementado con 2 % SFB y 
tratadas con rotenona 500 nM por 24 h 
DJ-1 + Rot 24 h 
Células CAD transfectadas con el vector pCDNA3.1 DJ-1-WT, 24 h 
después de la transfección son tratadas con rotenona 500 nM por 24 h 
EV + Rot 24 h 
Células CAD transfectadas con el vector vacio pCDNA3.1, 24 h  después 
de la transfección son tratadas con rotenona 500 nM por 24 h 
IGF-1 24 h  
Células CAD cultivadas en D-MEN/F12 suplementado con 2 % SFB y 
tratadas con IGF-1 100 ng/mL como control de la activación por 
fosforilación de la proteína AKT  
DJ-1 + 6-OHDA 
Células CAD transfectadas con el vector pCDNA3.1 DJ-1-WT, 42 h 
después de la transfección son tratadas con 6-OHDA 100 μM por 6 h 
EV + 6-OHDA 
Células CAD transfectadas con el vector vacio pCDNA3.1, 42 h después 
de la transfección son tratadas con 6-OHDA 100 μM por 6 h 
DJ-1 + Cer. 
Células CAD transfectadas con el vector pCDNA3.1 DJ-1-WT, 42 h 
después de la transfección son tratadas con C2-ceramida 25 μM por 6 h 
EV + Cer. 
Células CAD transfectadas con el vector vacio pCDNA3.1, 42 h después 
de la transfección son tratadas con C2-ceramida 25 μM por 6 h 
 
Tabla A. 6.4 Descripción de los tratamientos realizados para el análisis por western blot de 
la relación de DJ-1 con la vía PI3K/AKT en un contexto neurotóxico en células CAD 
transfectadas con DJ-1-WT humano. Los datos que se presentan en los resultados del capítulo 
VI corresponden a un WB representativo de tres experimentos independientes. 
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6.4 Electroforesis en geles denaturantes de poliacrilamida 
Este procedimiento se realiza en un sistema miniprotean3 de Biorad. Los lisados 
(Anexo 6.2) se descongelan y se mantienen en hielo picado. Con los datos de la 
concentración de proteína de cada muestra, se realizan los cálculos para 
determinar el volumen de muestra que equivale a 30 μg de proteína, el cual se 
completaba con buffer de carga (Anexo 6.1.3) hasta un volumen final de 25 μL. La 
mezcla se realiza en tubos para PCR, y luego se desnaturaliza calentando a 95 oC 
durante 10 min en un termociclador, cuando el ciclo termina se ponen en hielo. 
Posteriormente los tubos que contienen la mezcla se centrifugan por 15 seg en 
una microcentrífuga, se retornan a la cubeta con hielo y se sirven en los pozos de 
los geles previamente realizados, el gel de separación se debe realizar al 
porcentaje adecuado 10 %, 12 % o 15 % de acrilamida/bisacrilamida, según 
corresponda dependiendo del tamaño de la proteína de interés (Anexo 6.1.4 y 
6.1.5). El primer carril corresponde al marcador de peso molecular, (200 – 6,5 
kDa), una mezcla de 2,5 μL de Kaleidoscope Prestained Standard con 20 μL de 
buffer de carga. Se realiza el montaje de la cámara de electroforesis con buffer de 
corrido 1X (Anexo 6.1.5.1). Las muestras se corren inicialmente en el gel de 
concentración (Anexo 6.1.5) a 50 voltios durante 45 min y una vez se encuentran 
alineadas, se aumenta el voltaje hasta 100 voltios y se corren en el gel de 
separación durante 90 min. 
6.5 Transferencia a membranas de nitrocelulosa 
Luego de la electroforesis, se desmonta la cámara y se retira el gel de 
concentración. Los geles de separación junto con los materiales usados en la 
transferencia (papel de nitrocelulosa, esponjas y papel filtro) se equilibran en 
buffer de transferencia 1X (Anexo 6.1.6.1) durante 30 min. 
La transferencia se realiza a 100 voltios, 300 Ma durante 90 min. Dentro de la 
cámara se coloca un bloque de hielo y un agitador magnético para mantener frío el 
sistema y asegurar la recirculación del buffer de transferencia 1X. 
6.6. Detección de proteínas 
Para comprobar la eficiencia de la transferencia se observa el patrón de bandas 
del marcador de peso molecular en la membrana de nitrocelulosa; luego de esto, 
las membranas se incuban en buffer de bloqueo 10 % (Anexo 6.1.8) durante 45 
min y se ponen en contacto con el anticuerpo primario (Anexo 6.1.9 ) incubándolas 
toda la noche a 4 oC en un rotador de tubos. Al cabo de este tiempo se realizan 3 
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lavados de 15 min cada uno, en buffer de lavado TBS 1X (Anexo 6.1.7.1) y se 
ponen a incubar con el anticuerpo secundario (Anexo 6.1.10) durante 1 h a 
temperatura ambiente. Luego las membranas se lavan nuevamente 3 veces con 
buffer de lavado TBS 1X ,y se procede a detectar las proteínas de interés usando 
el kit de quimioluminiscencia ECL Amersham siguiendo las instrucciones del 
fabricante, para ser expuestas en oscuridad a la película de revelado durante 5 
min en el caso de el t-Akt, 15 min para el p-Akt, 5 min para DJ-1 y 30 seg para β-
Actina. Una vez cumplido el tiempo de exposición se revelan en un equipo Konica 
Medical Film Processor. El análisis de las bandas se hace con un sistema 
documentador de geles, Genius Syngen. Para capturar las imágenes se usó el 
software GeneSnap y para el análisis densitométrico de las bandas se usó 
GeneTools. 
6.7 Limpieza de membranas luego de western blot para re-análisis 
1. Asegurarse de que las membranas nunca se sequen. 
2. Lavar la membrana dos veces en PBS-Tween 0.2 % (Anexo 1.1.2) o en 
TBS Tween 2 % (Anexo 6.1.7.1) antes de la limpieza de los anticuerpos. 
3. Colocar las membranas en 50 mL de buffer de limpieza (Anexo 6.6.1) en un 
contenedor sellado. El buffer siempre debe ser fresco. 
4. Sumerja parcialmente el contenedor en baño de agua a 50 °C por 15 min, 
agitando ocasionalmente. 
5. Luego de la limpieza, volver a lavar las membranas 3 o 4 veces con PBS-
Tween 0.2 % (Anexo 1.1.2) o en TBS Tween 2 % (Anexo 6.1.7.1). 
6. Bloquee en buffer de bloqueo 5 % (Anexo 6.1.8) y continúe con el WB 
normalmente. 
7. Tratar de utilizar un anticuerpo secundario diferente la segunda vez que se 
pruebe. 
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6.7.1 Buffer de limpieza 
Este buffer debe ser fresco 
Stock Volumen Concentración final 
10 % SDS 10 mL 2% SDS 
1 M TRIS, pH 6,8 3,125 mL 62,5 mM TRIS, pH 6,8 
β-mercaptoetanol 0,353 mL 100 mM β-mercaptoetanol 
H2O dd 36,5 mL   
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ANEXO 7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
El análisis de resultados se realizó mediante análisis de varianza de una vía 
(ANOVA), seguido por una prueba de t de student. Para tales análisis se uso el 
software Graph Pad Prism Demo 5. Todos los datos se presentan como 
promedio ± desviación estándar (DE). 
7.1 Rotenona MTT 
Tratamientos con rotenona MTT. Tres experimentos independientes 
 
0 nM 50 nM 250 nM 500 nM 1 µM 5 µM 25 µM 
6 h 
98,00 101,23 91,13 86,08 76,25 61,23 35,34 
102,00 110,29 91,18 93,14 90,20 65,52 38,73 
100,00 84,84 81,59 99,64 82,58 64,08 43,05 
24 h 
98,00 60,97 67,06 50,61 51,13 27,57 19,55 
102,00 80,88 64,87 67,65 62,75 33,82 22,06 
100,00 88,09 69,68 71,66 62,45 46,21 31,59 
48 h 
98,00 63,43 54,24 45,57 35,08 17,61 13,72 
102,00 60,78 57,35 52,45 48,37 20,75 17,97 
100,00 86,82 62,27 59,03 52,53 40,25 22,56 
 
Prueba t de student , 95% intervalo de confianza, dos colas  P value   
6 h 
0 nM Vs. 50 nM 0,88 ns 
0 nM Vs. 250 nM 0,0238 ns 
0 nM Vs. 500 nM 0,1593 ns 
0 nM Vs. 1 µM 0,0275 * 
0 nM Vs. 5 µM < 0.0001 ** 
0 nM Vs. 25 µM 0,0011 ** 
24 h 
0 nM Vs. 50 nM 0,0463 * 
0 nM Vs. 250 nM 0,0044 ** 
0 nM Vs. 500 nM 0,005 ** 
0 nM Vs. 1 µM 0,0005 *** 
0 nM Vs. 5 µM < 0.0001 *** 
0 nM Vs. 25 µM < 0.0001 *** 
48 h 
0 nM Vs. 50 nM 0,0238 * 
0 nM Vs. 250 nM < 0.0001 *** 
0 nM Vs. 500 nM < 0.0001 *** 
0 nM Vs. 1 µM < 0.0001 *** 
0 nM Vs. 5 µM < 0.0001 *** 
0 nM Vs. 25 µM < 0.0001 *** 
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7.2 Rotenona LDH 
Tratamientos con rotenona LDH. Tres experimentos independientes  
  Control Muerte 0 nM 50 nM 250 nM 500 nM 1 µM 5 µM 25 µM 
24 h 
94,2 28,92 25,52 25,52 41 42,4 54,24 63,92 
103,6 32 32,24 32,24 36,64 39,56 57,08 64,04 
102,2 33,76 39,56 39,56 40,08 38,64 48,04 71,84 
48 h 
94,2 28,92 42,24 42,52 43,64 43,04 52,04 79,28 
103,6 32 35,56 35,56 36,36 48,44 55,28 76,36 
102,2 33,76 37,24 40,68 47,08 40,04 58,88 71,76 
72 h 
94,2 28,92 39,88 40,8 51,84 54,8 75,48 91,84 
103,56 32 48,04 43,96 48,04 54,24 71,92 72,6 
102,24 33,76 40,72 48,2 41,24 47,56 68,72 79,52 
 
Prueba t de student , 95% intervalo de confianza, dos colas P value   
24 h 
0 nM Vs. 50 nM 0,8476 ns 
0 nM Vs. 250 nM 0,8476 ns 
0 nM Vs. 500 nM 0,1593 ns 
0 nM Vs. 1 µM 0,0275 * 
0 nM Vs. 5 µM < 0.0001 *** 
0 nM Vs. 25 µM < 0.0001 *** 
48 h 
0 nM Vs. 50 nM 0,0506 ns 
0 nM Vs. 250 nM 0,0333 ** 
0 nM Vs. 500 nM 0,0355 * 
0 nM Vs. 1 µM 0,0123 * 
0 nM Vs. 5 µM 0,0006 *** 
0 nM Vs. 25 µM 0,0077 ** 
72 h 
0 nM Vs. 50 nM 0,0185 * 
0 nM Vs. 250 nM 0,0077 ** 
0 nM Vs. 500 nM 0,0105 * 
0 nM Vs. 1 µM 0,0016 ** 
0 nM Vs. 5 µM < 0.0001 *** 
0 nM Vs. 25 µM 0,001 ** 
 
 
 
 
 
197 
 
7.3    6-OHDA MTT 
Tratamiento con 6-OHDA MTT. Tres experimentos independientes 
  Control  Ac. Asc. 0,15%  25 µM 50 µM 100 µM 150 µM 200 µM 
24 h 
0,757 0,88 0,519 0,45 0,439 0,366 0,36 
0,874 0,94 0,608 0,48 0,486 0,338 0,33 
0,954 0,83 0,506 0,47 0,449 0,399 0,35 
0,919 
      0,933 
      0,823             
48 h 
0,757 0,864 0,38 0,17 0,205 0,271 0,288 
0,874 0,815 0,41 0,132 0,222 0,301 0,303 
0,954 0,84 0,31 0,151 0,206 0,283 0,287 
0,919 
      0,933 
      0,823             
72 h 
0,757 0,743 0,33 0,174 0,165 0,182 0,213 
0,874 0,779 0,293 0,176 0,15 0,178 0,188 
0,954 0,72 0,274 0,206 0,171 0,201 0,224 
0,919 
      0,933 
      0,823             
 
Prueba t de student , 95% intervalo de confianza, dos colas P value   
24 h 
Control  Vs. Ac. Asc. 0,15%  0,8965 
 Ac. Asc. 0,15%  Vs. 25 µM 0,0017 ** 
Ac. Asc. 0,15%  Vs. 50 µM 0,0002 *** 
Ac. Asc. 0,15%  Vs. 100 µM < 0.0001 *** 
Ac. Asc. 0,15%  Vs. 150 µM < 0.0001 *** 
Ac. Asc. 0,15%  Vs. 200 µM < 0.0001 *** 
48 h 
Control  Vs. Ac. Asc. 0,15%  0,4457 
 Ac. Asc. 0,15%  Vs. 25 µM 0,0001 *** 
Ac. Asc. 0,15%  Vs. 50 µM < 0.0001 *** 
Ac. Asc. 0,15%  Vs. 100 µM < 0.0001 *** 
Ac. Asc. 0,15%  Vs. 150 µM < 0.0001 *** 
Ac. Asc. 0,15%  Vs. 200 µM < 0.0001 *** 
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Prueba t de student , 95% intervalo de confianza, dos colas P value   
72 h 
Control  Vs. Ac. Asc. 0,15%  0,0266 
 Ac. Asc. 0,15%  Vs. 25 µM < 0.0001 *** 
Ac. Asc. 0,15%  Vs. 50 µM < 0.0001 *** 
Ac. Asc. 0,15%  Vs. 100 µM < 0.0001 *** 
Ac. Asc. 0,15%  Vs. 150 µM < 0.0001 *** 
Ac. Asc. 0,15%  Vs. 200 µM < 0.0001 *** 
7.4 Efecto de la rotenona sobre % p-AKT (Ser 473)/t-AKT 
% (p-AKT (Ser 473) / t-AKT. Tres experimentos independientes 
Control IGF-1 6 h 
IGF-1 + 
Rot 5µM 6 
h 
Rot 5 µM 
6h IGF-1 24 h 
IGF-1 + Rot 
500 nM 24 h 
Rot 500 nM 
24 h  
110 142,1186 152,3267 111,2917 134 120,5253 66,34586 
90 165,4076 169,4769 116,1589 148,4337 121,2604 48,11778 
100 182 158,3589 109,2963 161,5682 119,7901 84,57393 
Prueba t de student, 95% intervalo de confianza, dos colas P value   
Control Vs. IGF-1 6 h 0,0081 ** 
Control Vs. IGF-1 Rot 5 µM 6h 0,0014 ** 
Control Vs. Rot 5 µM 6h 0,116 ns 
Control Vs. IGF-1 24 h 0,0082 ** 
Control Vs. Rot 500 nM 24 h  0,0486 * 
Control Vs. IGF-1 + Rot 500 nM 24 h 0,0239 * 
IGF-1 24 h Vs. IGF-1 + Rot 500 nM 24 h 0,0261 * 
IGF-1 + Rot 500 nM 24 h Vs. Rot 500 nM 24 h  0,0068 ** 
 
7.5 Sobreexpresión de DJ-1 en células CAD 
Densitometría de tres experimentos independientes  
% DJ-1/ B-Actina 
Control DJ-1 48 h EV 48 h 
99,798 175,044 124,070 
92,623 196,151 95,266 
108,155 209,360 147,615 
100,000 379,273 179,653 
Prueba t de student , 95% intervalo de confianza, dos colas P value   
Control Vs. DJ-1 48 h 0,025 * 
Control Vs. EV 48 h 0,912 ns 
DJ-1 48 h Vs. EV 48 h 0,0856 ns 
 
